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Resumo 
Lymnaea truncatula em Portugal: contribuição para o estudo da 
bioecologia e da variação genética. 
Pedro Ferreira 
Palavras-Chave: Lymnaea truncatula, Fasciola hepatica, Lymnaea schirazensis, 
Pseudosuccinia columella, bioecologia, diversidade genética 
 
Lymnaea truncatula é um gastrópode de água doce com importância em 
medicina por ser hospedeiro intermediário do tremátode parasita Fasciola hepatica. É o 
único hospedeiro intermediário desta espécie encontrado até agora em Portugal.  
A fasciolose é responsável por perdas de produtividade em gado. Nos humanos, 
é uma parasitose emergente com relevo em saúde pública em várias regiões do globo. 
Portugal é o segundo país europeu com maior prevalência. 
L. truncatula é de difícil controlo por ser anfíbia e ter boa capacidade de 
sobrevivência e adaptação.  
A eficácia dos programas de controlo e monitorização depende da correcta 
identificação das espécies de hospedeiros intermediários, dado que nem todas as 
espécies apresentam a mesma sensibilidade à infecção por F. hepatica. A morfologia da 
concha e a anatomia dos órgãos são insuficientes na identificação das espécies, sendo 
necessário usar técnicas de biologia molecular. 
Os objectivos deste estudo foram: estudar a distribuição, a variação da densidade 
populacional ao longo do ano, a diversidade genética, os habitats e a influência de 
parâmetros físicos, químicos e biológicos, na densidade populacional de L. truncatula 
em cinco distritos portugueses (Coimbra, Évora, Leiria, Lisboa e Funchal). 
Realizaram-se inquéritos malacológicos bimestrais durante 2 anos, entre Janeiro 
de 2006 e Dezembro de 2007 em Portugal continental e dois (Julho e Novembro de 
2009) na ilha da Madeira. No continente, encontrou-se L. truncatula em: ribeiros 
temporários, com pouca vegetação, substrato de argila e matéria em decomposição e 
com água límpida, incolor e inodora, e com concentração de cálcio e de sulfatos até 50 
mg/l e 267mg/l, respectivamente. A presença de outras espécies de moluscos, como 
Planorbarius metidjensis, Lymnaea peregra e da subclasse Prosobronchiata, assim 
como concentrações elevadas de nitratos, estão associados a uma menor densidade 
populacional. 
Na ilha da Madeira, os habitats foram predominantemente: escorrimentos de 
encosta, permanentes, com fraca exposição solar, pouca vegetação, substrato de rocha, 
argila e matéria em decomposição e com água límpida, incolor e inodora, acima dos 
14,4ºC. A densidade populacional diminui com o aumento dos valores de nitratos e 
aumenta com a concentração de cálcio na água. 
As fezes de animais presentes junto às colecções de água não apresentaram ovos 
de F. hepatica. Foi encontrado um exemplar de F. hepatica no fígado de um gamo da 
Tapada Nacional de Mafra (distrito de Lisboa)    
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Estudou-se a diversidade genética de L. truncatula através de RAPD-PCR e 
sequenciação do gene ribossomal 18S e da região ITS-2 (este também por PCR-RFLP). 
Identificou-se pela primeira vez em Portugal continental e na ilha da Madeira uma 
espécie, geneticamente diferente mas morfologicamente muito semelhante a L. 
truncatula – Lymnaea schirazensis. Na ilha da Madeira, foi detectado um haplotipo 
distinto do presente no continente. O marcador de RAPD - OPA2 e PCR-RFLP com 
HpaII, são bons marcadores para distinção entre L. truncatula e L. schirazensis. 
Adicionalmente, detectou-se pela primeira vez na ilha da Madeira L. 
(Pseudosuccinea) columella, conhecido hospedeiro intermediário de F. hepatica. 
Este estudo permitiu melhorar o conhecimento sobre hospedeiros intermediários de F. 
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Abstract 
Lymnaea truncatula in Portugal: contribution for the study of 
bioecology and genetic variation 
Pedro Ferreira 
Keywords: Lymnaea truncatula, Fasciola hepatica, Lymnaea schirazensis, 
Pseudosuccinia columella, bioecology, genetic diversity  
 
Lymnaea truncatula is a freshwater snail with medical and veterinary interest, 
due to its role as an intermediate host of the liver fluke Fasciola hepatica, and the only 
one found in Portugal. 
The productivity losses are the main effects of fascioliasis in animals. In 
humans, fascioliasis is an important emerging disease, from the public health view, in 
several regions. Portugal is the second most prevalent country in Europe. The L. 
truncatula control programs are difficult due to this snail amphibian characteristic, the 
survival capacity and adaptation to the environmental conditions. The efficiency of 
these control and monitoring programs depends on the correct identification of the snail 
intermediate hosts species, due to the different susceptibility rates to F. hepatica 
infection. The shell morphology and tissue anatomy are not sufficient to the species 
taxonomic identification, therefore the use of molecular tools is necessary. The 
objectives of this study were: to study the distribution and population density of L. 
truncatula throughout the year; the genetic diversity, habitats and the influence of the 
physical, physico-chemical and biological parameters, on the population density of L. 
truncatula in five Portuguese districts (Coimbra, Évora, Leiria, Lisbon and Funchal). 
Malacological surveys were performed every two months for two years, between 
January 2006 and December 2007, in mainland Portugal and two surveys (July and 
November 2009) in Madeira island. In the mainland L. truncatula was found in 
temporary small rivers, with low vegetation, mud and decomposing organic matter 
substratum, with clear water. The suitable calcium and sulfate concentrations were up to 
50 mg/l and 267mg/l respectively. Other freshwater snails species like Planorbarius 
metidjensis, Lymnaea peregra and Prosobronchiata sub-class, as well as higher nitrate 
concentrations seem to be associated with a lower L. truncatula population density.  
In Madeira island, the habitats were mainly permanent runoff slopes, with low 
sun exposure, low vegetation, rocks, mud and decomposing organic matter substratum, 
with clear water over 14,4ºC. The population density decreased with the increase of 
nitrate levels in water.  
There were not found F. hepatica eggs in animal faeces, near the water courses. 
One F. hepatica parasite was recovered from a liver of a deer from Tapada Nacional de 
Mafra (Lisbon district) 
Genetic diversity of L. truncatula was studied through RAPD-PCR, ribosome 
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For the first time, in Portugal (mainland and Madeira island), it was identified a 
genetically different species, with morphological similarities to L. truncatula – 
Lymnaea schirazensis. In Madeira island, a distinct haplotype of this species was found. 
The RAPD-PCR - OPA2 marker and PCR-RFLP (with HpaII enzime), showed to be 
suitable markers for differentiation between L. truncatula and L. schirazensis. 
Furthermore, it was detected, for the first time, the snail L. (Pseudosuccinea) 
columella, in Madeira island, a natural intermediate host of F. hepatica in several 
regions. This study allowed us to improve the knowledge of F. hepatica intermediate 
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1. A Fasciolose 
1.1 Considerações gerais 
 fasciolose, zoonose causada por helmintas do género Fasciola (Trematoda, 
Fasciolidae) tem assumido, ao longo dos anos uma elevada importância no 
contexto da saúde pública. As duas espécies responsáveis pela doença são 
Fasciola gigantica Cibbold, 1856, e Fasciola hepatica Linneaus, 1758. No 
entanto, esta última é a única espécie que tem sido assinalada em Portugal.  
F. hepatica pode ter como hospedeiros definitivos uma grande variedade de 
mamíferos, incluindo os humanos. Os animais mais afectados por este parasitismo são, 
principalmente, bovinos, ovinos e caprinos, nos quais ocorrem perdas de produtividade, 
com elevadas repercussões económicas (Dalton, 1999, Valero et al., 2003). 
Apesar dos estudos epidemiológicos efectuados no passado, relativamente ao 
parasita e aos seus hospedeiros intermediários e dos alertas para a importância desta 
parasitose (Grácio, 1992, Rombert & Grácio, 1984), o número de casos de fasciolose 
em Portugal continua a ser dos mais elevados da Europa (Mas-Coma et al., 1999).  
O carácter emergente/reemergente desta parasitose está ligado a uma série de 
alterações ambientais sejam elas naturais, como as climáticas, ou provocadas pelos 
humanos, como a construção de barragens e de cursos de água, que favorecem a 
disseminação dos seus hospedeiros intermediários (Mas-Coma et al., 1999, WHO, 
1995). 
Ao contrário da fasciolose humana, a fasciolose animal tem sido bem 
caracterizada e estudada ao longo de várias décadas, nomeadamente no que se refere a 
perdas económicas a ela associada (Tostes et al., 2004, Conceição et al., 2004), ao 
esclarecimento do ciclo de vida do parasita e tamanho do mesmo. Assim, com base na 
origem do hospedeiro definitivo, na comparação de estudos de infectividade, na 
longevidade, na eclosão dos ovos e na imunidade, F. hepatica parece estar melhor 
adaptada aos ovinos, apesar de infectar muitos outros animais. No entanto, as evidências 





Lymnaea truncatula em Portugal: contribuição para o estudo 
da bioecologia e da variação genética. 
3 
Nos humanos o conhecimento resume-se a relatos esporádicos em regiões 
endémicas da doença animal em países desenvolvidos, o que vem contribuindo para que 
esta doença seja considerada negligenciada (Mas-Coma et al., 2009). 
No passado, a fasciolose parecia estar limitada a áreas geográficas específicas. 
Contudo, actualmente a doença encontra-se espalhada por, praticamente, todo o globo, 
com casos humanos a serem reportados sucessivamente. F. hepatica é a única espécie 
existente na Europa, Américas e Oceânia, enquanto F. gigantica apenas está descrita em 
Africa e Asia. Ambas as espécies coexistem em vários países Africanos e Asiáticos. 
Actualmente, a fasciolose por F. hepatica é a parasitose, de entre as transmitidas através 
dos alimentos e envolvendo um hospedeiro intermediário, com a distribuição mais 
ampla quer em latitude, longitude e altitude, devido aos mais recentes relatos da doença 
no Altiplano do Norte da Bolívia (WHO, 2007, Mas-Coma et al., 2009). Este facto 
demonstra a elevada capacidade de adaptação quer do parasita quer do seu hospedeiro 




1.2. A patologia da fasciolose 
  Os sintomas da fasciolose são vários e dependem da fase de infecção. A fase 
aguda da doença ocorre desde o desenquistamento das metacercárias até ao 
estabelecimento dos parasitas adultos nos canais biliares. Nesta fase há destruição do 
tecido parenquimatoso, e consequente hemorragia, causada pela migração do parasita. 
Os sinais clínicos passam por hepatomegalia, esplenomegalia, anemia (em geral, 
moderada), fraqueza e eosinofilia que pode atingir os 80%.  
  A fase crónica ocorre quando os parasitas já se encontram nos ductos biliares. É 
possível observar-se colangite, colecistite e urticária devido à reacção inflamatória, 
icterícia devido à obstrução dos ductos biliares pelos próprios parasitas. Com isto pode 
surgir dor abdominal, náuseas, reacções de hipersensibilidade e intolerância às gorduras 
alimentares (Cook and Zumla, 2003). A reacção inflamatória surge devido, para além 
dos factores já mencionados, à reacção à prolina. A prolina é uma substância excretada 
pelo parasita em grandes quantidades, que facilita a sua movimentação pelos ductos 
(Campbell et al., 1981). 
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  Podemos ainda observar lesões ectópicas em vários tecidos, como nódulos ou 
granulomas que são muitas vezes diagnosticados, erradamente, como tumores malignos 
ou úlceras gástricas. Isto resulta dos parasitas que durante a sua fase de migração não 
conseguem atingir os ductos biliares. Por outro lado, em alguns casos a infecção 
subclínica provoca sintomas muito discretos e facilmente confundíveis com outras 
parasitoses. 
  O grau de morbilidade causada, tanto nos humanos como nos animais, depende 
do número de metacercárias ingeridas e, consequentemente, do número de parasitas 
adultos nos canais biliares.   
 
 
1.3. Fasciolose humana no mundo 
A fasciolose humana foi considerada, desde o passado, uma doença secundária, devido 
ao reduzido número de casos. No entanto, o panorama da doença tem vindo a alterar-se, 
com o aumento de casos diagnosticados nos últimos anos. Entre 1970 e 1990 
detectaram-se 2594 infectados em 42 países. Nos últimos 25 anos mais relatos se 
sucederam, chegando aos 7071 casos de fasciolose humana em 51 países, distribuídos 
pelos 5 continentes: África (487), América (3267), Ásia (354), Oceânia (12) e Europa 
(2951). No entanto, o número real de casos é, certamente, superior do que o reportado 
(Mas-Coma, 2004, Esteban et al., 1998) (Figura 1). Em Cabo Verde ocorre fasciolose 
humana por F. gigantica (Grácio, 1999).  
A fasciolose humana é uma problemática de relevo em saúde pública no 
Altiplano da Bolívia (Esteban et al., 1997, Angles et al., 1997, Esteban et al., 1999), 
terras altas do Peru e Equador, Delta do Nilo no Egipto (Curtale et al., 2003, Haseeb et 
al., 2002 ) e, região do Mar Cáspio, no Irão, onde um surto em 1991 infectou mais de  
10 000 pessoas (WHO, 1995, Soliman, 2008, Karimi et al., 2004).  
É de salientar o papel que outros hospedeiros, denominados hospedeiros 
secundários ou reservatórios, desempenham na manutenção de focos de transmissão da 
fasciolose em várias regiões do globo, como é o caso dos roedores na ilha mediterrânica 
da Córsega (Valero et al., 1998), ou até mesmo o porco e o burro no Altiplano da 
Bolívia (Mas-Coma et al., 1997, Bargues et al., 2011b). 
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O hábito de consumo de agriões (Nasturtium officinale) crus, em saladas, que 
faz parte dos hábitos alimentares da população, em várias regiões, são a principal fonte 
de infecção humana (Mas-Coma & Bargues, 1997). Na Argélia ocorreu um surto de 
fasciolose em emigrantes do sul da Europa, durante a ocupação francesa. No entanto, 
isso não se verificou nos nativos, pelo facto de não terem esse hábito alimentar. O 
consumo de agriões selvagens representa um risco acrescido, pois não há condições de 
cultivo controladas (WHO, 1995).               
 
 




1.4. Fasciolose em Portugal 
1.4.1. Continente 
Entre 1946 e 1955 foram diagnosticados 12 casos de fasciolose, distribuídos de 
norte a sul do país, (Fonseca et al., 1956). Mais tarde, em 1965, 1968 e 1973 foram 
efectuados alguns inquéritos malacológicos, tendo sido identificados vários focos de 
fasciolose. Desde então o número de casos positivos tem aumentado, deixando de ser 
considerada uma doença rara em Portugal, chegando mesmo a considerar-se uma 
problemática com elevada importância em saúde pública (Sampaio-Silva et al., 1980, 
Rombert & Grácio, 1984, Rombert et al., 1991), apresentando-se Portugal como o 
Sem endemicidade                      fasciolose endémica 
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segundo país da Europa com maior prevalência da doença, cerca de 1115 casos 
(Esteban et al., 1998).  
Nos animais, como é o caso dos ovinos, o parasita pode causar a morte, durante 
a fase aguda da doença. No entanto, esta doença é responsável não só por elevadas 
perdas, relativamente ao animal, como é o caso da diminuição da posição ponderal, da 
produção de lã e de leite (que não só diminuem a quantidade como qualidade), como 
também pela rejeição de algumas carcaças e dos fígados parasitados (Mendonça & 
Barata, 1992). Contudo, apesar dos prejuízos causados pela fasciolose nos animais, não 
existem dados estatísticos nem epidemiológicos da doença (Conceição et al., 2004).  
Porém, a fasciolose animal não se limita apenas aos prejuízos causados nos 
próprios animais, ela tem também um papel na transmissão da doença aos humanos e na 
manutenção de focos de infecção (Mendonça and Barata, 1992).    
 
1.4.2. Madeira 
A Madeira, pode caracterizar-se, para além de muitos outros factores, pela 
abundância e variedade de cursos de água ao longo de toda a ilha (França & Almeida, 
2003), o que torna a região favorável à instalação de moluscos de água doce. 
O primeiro caso de fasciolose humana em Portugal foi diagnosticado por 
Fonseca & Fraga de Azevedo em 1947 numa doente da ilha da Madeira (Fonseca & 
Azevedo, 1948). Em 1988, Fonseca e Almeida referiram que apesar de existirem 
evidências de casos, a fasciolose humana não é considerada endémica na ilha.  
Em 1990 assinalaram-se mais oito casos e, posteriormente, um caso confirmado 
e dois por confirmar (Fonseca et al., 1991).  
Relativamente à fasciolose animal, de acordo com os últimos relatos, a situação 
é bastante diferente. De acordo com (Fonseca & Almeida, 1988), a fasciolose animal 
apresenta elevados prejuízos económicos e de saúde, com grande impacte no gado 
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2. O Parasita - Fasciola hepatica Linneaus, 1758 
Identificado por Jehan de Brie em 1379, F. hepatica foi o primeiro tremátode a 
ser descoberto, cerca de 500 anos antes de todos os outros (Cook and Zumla, 2003). No 
entanto, só mais tarde, em 1758, veio a ser denominado de F. hepatica, por Linnaeus. 
Em 1831, Creplin iniciou a descodificação do ciclo de vida, descobrindo o 
desenvolvimento dos ovos, e do miracídio). Leuckark, em 1882 e Thomas, em 1883, 
completaram o conhecimento integral do ciclo de vida do parasita. Em 1854 por 
intermédio de Gerlach e depois, em 1914, por Sinitsin, foi demonstrado o ciclo de vida 
intrínseco do helminta por via directa do intestino ao fígado, confirmado mais tarde por 
outros investigadores (Cruz Ferreira & Freire de Oliveira, 1960). 
  O parasita F. hepatica é um tremátode achatado dorsoventralmente, em forma de 
folha, com simetria bilateral, de dimensões mais alargadas no terço anterior, 
apresentando um cone cefálico na extensão anterior do corpo (Figura 2). A extremidade 
posterior apresenta-se ponteaguda. As dimensões estão compreendidas entre 20/50 mm 
de comprimento e 6-13 mm de largura. Apresenta 2 ventosas relativamente pequenas, 
uma oral e outra ventral um pouco maior.  
Os parasitas adultos vivem no fígado, mais precisamente nos ductos biliares do 
hospedeiro definitivo. Os ovos são relativamente grandes (130/150 x 60/90 µm), de 
forma ovóide, com um opérculo (Figura 3) (Guerrant et al., 2011, Mas-Coma & 
Bargues, 1997). 
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Figura 3. Ovo de F. hepatica (original P. Ferreira). 
2.1. Sistemática      
 
Phylum Platyhelminthes 
      Classe Digenea 
              Ordem Echinostomatida 
                      Família Fasciolidae Railliet, 1985 
                                Género Fasciola Linnaeus, 1758 
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2.2. Ciclo de vida 
O Ciclo de vida de F. hepatica é um ciclo heteroxénico, envolvendo dois 
hospedeiros. Um hospedeiro definitivo vertebrado, mamífero, e um hospedeiro 
intermediário invertebrado, molusco do género Lymnaea (Figura 4). 
 
Figura 4. Ciclo de vida de F. hepatica. Pedro Ferreira/IHMT 
 
Metacercária 
A infecção dos mamíferos, hospedeiros definitivos, dá-se através da ingestão de 
plantas aquáticas contendo as metacercárias1. Os humanos geralmente infectam-se ao 
ingerirem agriões crus ou com insuficiente processamento térmico, bem como com água 
contaminada com as referidas metacercárias (Saba et al., 2004). Após a ingestão, e ao 
atingirem o duodeno, as metacercárias vão desenquistar, por acção dos sucos digestivos, 
e migrar através da parede intestinal, cavidade peritoneal e parênquima hepático até 
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Parasita adulto 
Nos canais biliares, as metacercárias desenvolvem-se até atingir a fase adulta3 e 
aí podem permanecer durante vários anos. Nos humanos, a maturação, desde a ingestão 
da metacercária até a eliminação dos ovos leva cerca de 3 a 4 meses, no entanto pode 
levar entre 3 e 18 meses (WHO, 1995).  
Ovos 
Os ovos imaturos são libertados nos ductos biliares e excretados juntamente com 
as fezes4. Ao entrarem em contacto com a água, os ovos vão sofrer um processo de 
embrionamento (durante 15 a 20 dias na água), libertando posteriormente os 
miracídios5 (Rombert et al., 1991). O miracídio ao encontrar o hospedeiro 
intermediário adequado, um gastrópode de água doce do género Lymnaea vai prosseguir 
o seu ciclo de vida. 
Hospedeiro intermediário 
Ao encontrar o hospedeiro intermediário, o miracídio penetra activamente nos 
seus tecidos6, passando posteriormente por várias fases de desenvolvimento7, 
nomeadamente de esporocisto (7a), rédia (7b, 7c) e cercária.  
Cercária 
As cercárias são eliminadas do molusco8 e, por acção da cauda, vão nadar e, 
posteriormente enquistar sob a forma de metacercária na vegetação aquática e outras 
superfícies existentes na água9, ou na falta delas, na própria água. O processo de 
enquistamento é relativamente rápido, podendo levar desde alguns minutos até poucas 
horas. (Rombert et al., 1991)  
O período que vai desde a ingestão das metacercárias e o aparecimento de 
sintomas, leva cerca de 4 a 6 semanas, mas varia consideravelmente, dependendo do 
número de metacercárias ingeridas e da resposta do hospedeiro. Como já foi referido, 
entre a ingestão das metacercárias e a eliminação de ovos leva cerca de 4 meses. No 
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3. Hospedeiros intermediários - Lymnaea truncatula 
Muller, 1774 
3.1. Considerações gerais 
Os hospedeiros intermediários de F. hepatica são gastrópodes de água doce do 
género Lymnaea Lamark, 1799. Dentro do género Lymnaea, várias são as espécies que 
actuam como hospedeiros intermediários daquele parasita, como se indica na Tabela 1. 
 
Tabela 1. – Espécies de hospedeiros intermediários de F. hepatica dentro do género Lymnaea, consoante 
a região do globo (adaptado de Mas-Coma & Bargues, 1997). 
Hospedeiros Intermediários principais ou obrigatórios 
Espécie Localização no Globo 
L. truncatula Europa 
L. truncatula Altiplano do Norte da Bolívia  
L. truncatula; L. columella Africa 
L. humilis; L. bulimoides; L. cubensis América do Norte 
L. viatrix; L. diaphana América do Sul 
L. truncatula; L. viridis Asia 
L. tomentosa Austrália 
L. truncatula; L. columella Nova Zelândia 
L. viridis; L. ollula  Havai; Papua Nova Guiné, Filipinas Japão 
Hospedeiros alternativos ou facultativos 
L. palustris; L. glabra Europa 
L. columella  Américas do Norte e do Sul 
L. columella; L. viridis Austrália 
 
O gastrópode L. truncatula Muller, 1774 (Mollusca, Pulmonata, Lymnaeidae), 
também denominado de “dwarf pond snail”, ou molusco dos pequenos lagos 
(Heppleston, 1972), tem sido descrito como único hospedeiro intermediário de F. 
hepatica, em Portugal, incluindo nos arquipélagos da Madeira e dos Açores (Fonseca & 
Almeida, 1988, Grácio, 1981, Grácio, 1992, Mendonça, 1992a) e como principal no 
resto da Europa (Hammami & Ayadi, 1999, Jabbour-Zahab et al., 1997). Em Portugal, 
os dados epidemiológicos sobre L. truncatula/fasciolose datam de 1984, e foram 
apresentados por Rombert & Grácio. Na altura, os distritos com maior prevalência de 
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fasciolose, eram Porto, Aveiro, Leiria, Bragança, Viana do Castelo, Faro, Coimbra e 
Guarda, sendo estes três últimos os distritos onde se verificaram os valores mais 
elevados de fasciolose.   
L. truncatula encontra-se distribuída por várias regiões do globo: um pouco por 
toda a Europa, ilhas Feroe, arquipélagos da Madeira e dos Açores, vários países 
asiáticos como Síria, Iraque, Irão, Afeganistão, região norte do Paquistão (acima dos 
1200 m de altitude). No continente americano tem sido registada no Canadá, e no norte 
dos Estados Unidos da América (EUA). Em África pode ser encontrada, no norte do 




         Classe Gastropoda 
                Sub-classe Pulmonata 
                     Ordem Basommatophora 
                       Família Lymnaeidae Rafinesque, 1815 
                            Género Lymnaea Lamarck, 1799  
                                     Espécie Lymnaea (Galba=Fossaria) truncatula Müller, 1774 
 
3.3. Aspectos morfológicos 
Os gastrópodes L. truncatula possuem uma concha de formato globoso, cónico e 
espiralada com cerca de 5 a 6 voltas ou espiras truncadas, convexas, apresentando uma 
tonalidade acastanhada (Figura 5).O formato da concha é, todavia, uma característica 
muito variável mesmo entre espécies muito semelhantes, e parece estar relacionada com 
a intensidade da corrente no curso de água, ou até mesmo com as condições ambientais 
(Wullschleger & Ward, 1998). Apresenta abertura dextrorsa, com lábio interno rebatido 
formando uma projecção achatada sobre o umbilicos. Os adultos medem entre 7 e 12 
mm (Mandahl-Barth, 1962, Brown, 1994) 
Introdução 
 
Lymnaea truncatula em Portugal: contribuição para o estudo 
da bioecologia e da variação genética. 
13 
 
Figura 5. Morfologia da concha de Lymnaea truncatula. (original P. Ferreira)  
 
Os olhos localizam-se na base dos tentáculos, os quais são achatados e de forma 
triangular. O manto apresenta um aspecto pigmentado. A morfologia do aparelho 
reprodutor é característica de cada espécie, dentro do género, no entanto nos exemplares 
mais jovens, o aparelho genital não se encontra totalmente desenvolvido, dificultando a 
sua distinção (Valente & Vicente-Picciochi, 1979). Evidencia um pénis e uma bainha do 
pénis relativamente curtos e uma próstata com uma prega simples e pequena (Figura 6).  
A rádula apresenta um aspecto característico que é o facto do primeiro dente 








Figura 6. Caracteres anatómicos do aparelho reprodutor de L. 
truncatula de Limoges, França: ac=câmara apical; ag=glândula do 
albúmen; od=oviespermiduto; ot= ovotestis; ov= oviduto; pr= 
próstata; pp= prepúcio; ps= baínha do pénis; rm= músculo retractor 
do complexo peniano; sd= espermiduto; sp= espermateca; va= 
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Objectivos gerais 
1. Contribuir para o conhecimento da distribuição de L. truncatula em quatro 
distritos de Portugal continental (Coimbra, Évora, Leiria e Lisboa) e na ilha da 
Madeira; 
2. Avaliar a variação da densidade populacional de L. truncatula ao longo do ano; 
3. Caracterizar os habitats de L. truncatula nos cinco distritos de Portugal 
continental e na ilha da Madeira 
4. Determinar a Influência dos parâmetros físicos, físico-químicos e biológicos dos 
habitats, na densidade populacional de L. truncatula. 
5. Determinar a variabilidade genética dos moluscos L. truncatula colhidos nos 
cinco distritos de Portugal continental e na ilha da Madeira  
6. Estudar a variabilidade inter- e intra-populacional de L. truncatula 





Os objectivos específicos serão apresentados em cada capítulo, de acordo com a 
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1. Introdução 
1.1. Considerações gerais 
o estudo dos habitats de Lymnaea truncatula há que ter em conta alguns 
aspectos fundamentais: as suas biologia e exigências tróficas e ambientais. O 
carácter anfíbio destes moluscos é de extrema importância tanto ao nível da 
epidemiologia do molusco como no controlo da fasciolose. Existem 4 factores 
fundamentais nos biótopos de L. truncatula, assim como da maioria dos gastrópodes de 
água doce, factores esses, cruciais para a sua sobrevivência que são: água, luz, 
temperatura e natureza do solo (Mendonça, 1992b). 
A existência de habitats de moluscos depende da interacção de um certo número 
de factores físicos no ambiente: a) a natureza das formações geológicas determina a 
permeabilidade do solo: os solos argilosos retêm mais água do que os arenosos; b) a 
topografia influencia directamente a capacidade de drenagem dos terrenos. Ambos os 
factores são cruciais para a natureza dos habitats, determinando o seu carácter 
permanente ou temporário. Estes factores, associados ao clima e à relação entre a chuva 
nos meses de Inverno e evaporação da água devido às temperaturas elevadas nos meses 
de Verão podem determinar a presença ou ausência de formação de habitats de 
moluscos (Ollerenshaw & Smith, 1969).    
 
1.2. Alguns aspectos da biologia de L. truncatula 
Apesar de L. truncatula ser um molusco aquático, possui também um carácter 
anfíbio, o que lhe confere alguma resistência a condições ambientais adversas, vivendo 
por vários períodos no lodo existente nos ribeiros e cursos de água (Kendall, 1970, 
Wright & Swire, 1984, Mendonça, 1992a, Xavier et al., 1965, Mas-Coma & Bargues, 
1997). Aquele carácter anfíbio, assim como a capacidade de estivação são factores 
determinantes para a sobrevivência do molusco e, consequentemente, para a sua 
disseminação de formas larvares do parasita (ex. esporocistos, rédias) (Mendonça, 
1992a).  
Há autores que defendem que durante o ciclo de vida normal, estes gastrópodes 
passam por pequenos períodos de estivação. Normalmente estes períodos estão ligados 
ao carácter temporário da maioria dos habitats, correspondendo ao período de ausência 
N
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de água (Kendall, 1954). Estes períodos de quiescência, de Inverno e de Verão, são 
muito vantajosos para prolongar a vida dos moluscos (Euzeby, 1970). Este fenómeno é 
condicionado pela temperatura e humidade, e esta transição é crucial para promover o 
desenvolvimento das populações de Lymnaea.  
L. truncatula apresenta elevadas fecundidade e taxa de eclosão, com um período 
de incubação curto. Os moluscos jovens atingem rapidamente a maturidade sexual. Este 
aspecto, associado à capacidade de autofecundação, é importantíssimo, na medida que 
permite a repovoação rápida dos habitats, após um período de estivação (Euzeby, 1970, 
Grácio, 1992).  
Os moluscos L. truncatula depositam os seus ovos no substrato disponível nas 
colecções de água (pedras, algas e outras plantas, outros suportes sólidos). Segundo 
Grácio (1992), e com base em estudos laboratoriais a maior parte das massas de ovos, 
são depositadas junto à superfície da água. Cada massa contém em média 9 ovos, 
podendo, no entanto, ir de 1 a 18. O período de incubação varia entre 8 e 14 dias 
(Grácio, 1992, Roberts, 1950). A massa dos ovos, uma vez fora de água, consegue 
manter os embriões vivos por um período máximo entre 4 e 12 horas (Roberts, 1950). 
As alterações climáticas/ambientais, a acção dos humanos na construção de 
barragens e cursos de água vêm desenvolvendo uma grande influência na disseminação 
deste molusco. A disseminação dos moluscos L. truncatula na Europa é favorecida com 
a exportação comercial de gado. Muitos moluscos existentes nos charcos das pastagens, 
são veiculados para outros pontos, agarradas aos cascos dos animais. 
1.3. Tipos de habitat e substrato 
Os habitats de L. truncatula são geralmente cursos de água, de carácter 
permanente ou temporário, como pequenos riachos e ribeiros. No entanto, são também 
encontrados em pequenos lagos (Grácio, 1992). Nestes habitats, os moluscos podem 
encontrar-se em zonas de pouca profundidade (máximo 20 cm), normalmente nas 
rochas, vegetação aquática ou na lama. Alguns moluscos encontram-se mesmo fora da 
água, na lama ou em pequenas cavidades húmidas que utilizam como abrigo, nas 
margens do habitat (Grácio, 1983, Grácio, 1985, Hammami & Ayadi, 1999). Alguns 
autores defendem mesmo que esta espécie de moluscos passa a maior parte do tempo 
fora de água na lama, e entram ocasionalmente no curso água. No entanto, e apesar de 
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poderem sobreviver durante vários meses enterrados na lama e de se encontrarem 
muitas vezes fora de água, apenas têm capacidade de se reproduzir dentro de água, 
talvez, devido à natureza e disponibilidade dos seus alimentos. É dentro de água que se 
encontram as posturas, e consequentemente os moluscos recém-eclodidos (Hammami & 
Ayadi, 1999).  
As barragens, sejam elas naturais ou artificiais asseguram o provimento de água 
para os animais, e ao mesmo tempo, tornam-se um bom local de sobrevivência dos 
moluscos, protegendo-os de temperaturas extremas, tanto demasiado elevadas como 
baixas, ou até mesmo grandes alterações de volume da água como seca ou mesmo 
enchentes que levam ao arrastamento dos moluscos, provocando assim a sua 
disseminação por outras zonas. As áreas pantanosas em torno dos grandes lagos, ou 
mesmo os canais de drenagem também constituem óptimos habitats para esta espécie de 
gastrópode, em várias regiões do globo, como é o caso do continente australiano. No 
entanto, em países como a Nova Guiné, estes moluscos parecem habitar cursos de água 
com corrente mais forte, talvez para contrariar as altas temperaturas que se verificam na 
região (Boray, 1969).  
Apesar destes moluscos terem uma preferência por biótopos com substrato 
argiloso, com maior apetência para fixar a humidade, podem colonizar cursos de água 
com os mais variados tipos de substrato e de textura do solo (Mendonça, 1992b). Os 
solos argilosos ao possuírem uma maior capacidade de fixar a humidade, permitem o 
desenvolvimento das algas clorofícias, alimento preferencial de L. truncatula (Euzeby, 
1970). 
Na ilha da Madeira, os habitats de L. truncatula são ribeiros, tanques de rega e 
levadas. No entanto, parece que existe uma preferência por paredões basálticos ou 
areníticos, com boa exposição solar e escorrimento contínuo. Normalmente as cotas de 
altitude são baixas, no máximo 600 m (Fonseca & Almeida, 1988).  
Na ilha de São Miguel, no arquipélago dos Açores, estes gastrópodes habitam os 
mais variados locais, como: charcos, escorrimentos de encosta, escorrimento para pasto, 
escorrimentos de tanque, lagoas, lameiros, levadas, nascentes, pastagens (alagadas), 
ribeiras e tanques, sendo as pastagens o habitat preferencial (Mendonça, 1992b). 
Segundo (Grácio, 1985) os moluscos L. truncatula apresentam, geralmente, 
preferência por águas límpidas. 
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1.4. Tipo de vegetação 
A vegetação presente nos habitats de L. truncatula é normalmente baixa, pouco 
densa, permitindo assim a passagem da luz solar, factor fundamental ao crescimento de 
algas clorofíceas, que servem de alimento aos moluscos (Mendonça, 1992b). Não 
parecem existir evidências de plantas específicas nos habitats de L. truncatula. No 
entanto uma espécie comumente encontrada nestes habitats é Nasturtium officinale 
(Roberts, 1950), o vulgar agrião, que é, como já foi referido anteriormente, a principal 
fonte de contaminação humana com o parasita F. hepatica.  
No caso da ilha da Madeira, a vegetação nos habitats também é variada, 
especialmente do tipo muscíneo (Fonseca & Almeida, 1988).   
 
1.5. Temperatura e pH dos habitats 
Uma vez que os moluscos desta espécie passam grandes períodos fora de água, 
na lama dos biótopos, há que ter em atenção as características dos dois elementos, água 
e solo. Os moluscos do género Lymnaea parecem resistir melhor a temperaturas mais 
baixas do que às mais elevadas. As temperaturas demasiado elevadas, levando a seca 
extrema, parecem ser demasiado adversas às populações de moluscos. (Mas-Coma & 
Bargues, 1997). Podem sobreviver a temperaturas na ordem dos 0ºC -2ºC e no máximo 
de 25ºC-28ºC. No entanto, na presença de temperaturas abaixo dos 10ºC e acima dos 
20ºC a sua actividade e vitalidade é reduzida. 
Segundo Roberts (1950), parece haver alguma correlação entre a distribuição de 
L. truncatula e os valores de temperatura da água e do solo dos habitats. No entanto, 
estes parâmetros apresentam algumas variações consoante a região. Assim, podemos ter 
valores de temperatura da água a variar entre 10,5ºC e 24ºC (Grácio, 1983, Grácio, 
1985), 11ºC e 22ºC (Goumghar et al., 2004), 20ºC e 22ºC (Euzeby, 1970). Quanto à 
temperatura do solo, pode variar entre 20ºC e 22ºC (Mendonça, 1992b). 
Quanto aos valores de pH da água dos habitats, também estão descritas algumas 
variações consoante a região. Em Tozeur (sul da Tunísia) o pH mais favorável encontra-
se entre 7,6 e 7,9. (Hammami & Ayadi, 1999). Em Portugal, com base em estudos 
efectuados por Grácio em 1983 e 1985 em diferentes regiões do país, também se 
encontraram alterações dos valores de pH como 6.0-7.5 na região algarvia e 4,5-7,5 no 
interior da região alentejana. 
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Quanto ao pH do solo, segundo (Euzeby, 1970), os valores variam entre 6,6 e 8,6. 
Valores inferiores a estes começam a ser críticos, devido à dificuldade de sobrevivência 
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2. Objectivos 
• Contribuir para o conhecimento da distribuição de L. truncatula em quatro distritos 
de Portugal continental (Coimbra, Évora, Leiria e Lisboa) e ilha da Madeira; 
• Avaliar a variação da densidade populacional de L. truncatula ao longo do ano; 
• Caracterizar os habitats de L. truncatula nos quatro distritos de Portugal continental 
e ilha da Madeira 
• Determinar a Influência dos parâmetros físicos, físico-químicos e biológicos dos 
habitats, na densidade populacional de L. truncatula. 
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3. Material e Métodos 
o cumprimento dos objectivos propostos, foram efectuados inquéritos 
malacológicos em quatro distritos de Portugal Continental e na Madeira. Os 
inquéritos contemplaram a colheita de moluscos e água dos potenciais 
habitats de moluscos, assim como a recolha de dados relativos às suas condições físicas 
e químicas. Sempre que possível, colheram-se fezes de animais, existentes junto às 
colecções de água, para pesquisa de ovos de F. hepatica. Recolheram-se ainda, fígados 
de animais abatidos na Tapada Nacional de Mafra (TNM) para pesquisa de F. hepatica. 
 
3.1. Trabalho de campo 
3.1.1. Locais estudados 
A selecção da localização dos habitats a estudar baseou-se em dados sobre a 
fasciolose em Portugal (Rombert & Grácio, 1984, Xavier et al., 1965). Assim, em 
Portugal continental, foram escolhidos os distritos de Coimbra, Évora e Leiria. A 
existência de evidências de fasciolose nos gamos (Dama dama) e javalis (Sus scrofa 
castilianus) da reserva da Tapada Nacional de Mafra / distrito de Lisboa (Barata, 1987 
(1989), Maia, 2001), levaram à inclusão deste distrito no estudo.  
Uma vez que não tínhamos um conhecimento prévio da localização das 
colecções de água doce potenciais habitats de moluscos Gastropoda, fomos procura-las 
em locais de fácil acessibilidade. As colecções de água doce onde se registou a presença 
de L. truncatula foram seleccionadas para o estudo desta espécie. 
 
3.1.2. Calendarização 
Nos distritos de Coimbra, Évora e Leiria, assim como na Tapada Nacional de 
Mafra foram efectuados inquéritos malacológicos bimestrais durante 2 anos, entre 
Janeiro de 2006 e Dezembro de 2007. A calendarização foi efectuada tendo como 
objectivo a monitorização dos habitats no que respeita às suas características físicas, 
físico-químicas da água e biológicas, ou seja, à monitorização da variação do número de 
moluscos ao longo do ano.  
Relativamente à ilha da Madeira, foram efectuados dois inquéritos 
malacológicos: um em Julho (19 a 26) e outro em Novembro (23 a 28) de 2009. A 
N
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escolha teve como base a estação do ano, e o clima associado a ela, uma vez que assim 
seria possível obter dados no verão e no final do outono.  
 
 
3.1.3. Colheita e transporte de moluscos 
Os moluscos foram colhidos com pinça e/ou rede, de acordo com as 
características das colecções de água. No entanto, e uma vez que os moluscos da 
espécie L. truncatula, preferem habitats com pouca corrente, a rede foi pouco utilizada.     
Como forma de padronização da técnica de colheita, com vista e uma 
uniformização dos resultados, seleccionaram-se as áreas e o tempo de colheita dos 
moluscos. O período definido para colheita foi de 15 minutos. A densidade dos 
moluscos foi avaliada pelo número de moluscos colhidos pelas mesmas 2 pessoas, 
durante aquele período de tempo, numa área definida e restrita.  
Os moluscos colhidos em cada habitat foram colocados em caixas de plástico, 
separados por habitat e transportados para o laboratório de Malacologia do Instituto de 
Higiene e Medicina Tropical (IHMT) – UEI de Parasitologia Médica, Grupo de 
Helmintologia e Malacologia Médicas. 
  
 
3.1.4. Dados dos habitats 
No local, foram registados o pH e a temperatura da água. Para cada colecção de 
água estudada, foi preenchido um formulário (Anexo 1) com várias informações 
relevantes para a sua caracterização como sendo: o tipo de habitat, substrato, vegetação 
na água e na margem, presença ou ausência de agriões (uma vez que se trata da 
potencial fonte de contaminação humana) e exposição solar. 
Com a ajuda de GPS - Geographic Positioning System - foram ainda registadas 
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3.1.5. Colheita de água dos locais estudados 
Para cada colecção de água estudada, colheram-se 200 ml de água da superfície 
para frascos SCHOTT esterilizados, para posterior doseamento de alguns parâmetros 
físico-químicos.   
 
 
3.1.6. Colheita de fezes de animais 
Sempre que se encontraram fezes de animais junto das colecções de água 
(Figura 7), colheram-se amostras para pesquisa de ovos de F. hepatica.  
 
                




3.1.7. Recolha de fígados de animais 
Uma vez que houve dias de colheita de moluscos que coincidiram com as datas 
seguintes a montarias na Tapada Nacional de Mafra, foram recolhidos e transportados 
para o laboratório de Helmintologia (IHMT), 3 fígados de gamo e 2 de javali, para 
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3.2. Trabalho laboratorial 
3.2.1. Estudo dos moluscos 
Após chegarem ao laboratório, os moluscos foram contados, identificados e 
separados consoante a espécie e o habitat de proveniência.  
Os moluscos identificados como L. truncatula foram expostos à luz artificial 
para estudos parasitológicos e colocados em etanol absoluto e conservados a 4ºC, para 
os estudos morfológicos e de biologia molecular. 
 
3.2.1.1.Identificação morfológica 
A identificação dos moluscos foi feita com base na morfologia da concha 
(Hubendick, 1951, Malek & Cheng, 1974) (Figura 5).  
 
3.2.1.2. Presença de F. hepatica 
3.2.1.2.a. Pesquisa da eliminação de cercárias  
Todos os moluscos colhidos foram expostos a uma fonte de luz artificial, para 
estimular a eliminação de cercárias, caso eles estivessem infectados. Assim, colocaram-
se os moluscos dentro de copos de vidro de 50 ml, com água, sob a acção de uma fonte 
de luz artificial (candeeiro com lâmpada de 60W) durante 2 horas. Seguidamente 
retiraram-se os moluscos dos recipientes e observou-se a água neles contida, recorrendo 
a um estereomicroscópio para pesquisa de cercárias. Este procedimento foi repetido nos 
que continuaram vivos, até sessenta dias após a colheita dos moluscos.  
 
3.2.1.2.b. Pesquisa de DNA de F. hepatica nos moluscos  
De todos os moluscos colhidos escolheram-se 110 moluscos [110 identificados 
como L. truncatula e 3 como Lymnaea sp (colhidos na ilha da Madeira)] para pesquisa 
de DNA de F. hepatica no molusco por PCR – Polymerase Chain Reaction.  
Foi extraído DNA total da região cefalopodal do molusco (formada pela cabeça 
e pelo pé) com CTAB (descrição no capítulo II)  
As Sequências Iniciadoras (SeqIn) (primer) usadas foram descritas por 
(Magalhães et al., 2004), para amplificar regiões conservadas e repetitivas do DNA 
mitocondrial do (mtDNA) de F. hepática, que consiste em repetições idênticas, em 
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tandem, de 85 nucleótidos (ricas em guaninas e citosinas): FASCF (5’ ATA TTA AGA 
GTT GTG CCC C 3’) e FASCR (5’ CCA AAT AAA TAG ATC AGC CC 3’). 
As amostras foram sujeitas a um ciclo de desnaturação a 92ºC durante 5 
minutos, seguido de 35 ciclos de 92ºC, 1 min; 55ºC, 2 min e 72ºC, 2 min, e por fim um 
ciclo para extensão da cadeia, a 72ºC durante 10 minutos. 
Terminada a reacção, 5 µl do produto foi observado num gel de agarose a 2%, 
com 3 µl de tampão de deposição e por fim observou-se a fluorescência emitida num 
documentador de imagem AlphaImager HP (Alpha Innotech). Juntamente com as 
amostras foi colocado um marcador de massa molecular de 1000 pares de bases - 
“Hyperladder IV” (Bioline). 
As amostras foram todas purificadas, usando colunas de purificação QIAquick 
PCR™ da QIAGEN, e sequenciadas num sequenciador automático comercial 
(STABvida) (técnicas descritas no capítulo II).  
 
3.2.2. Análise da água dos habitats 
Foram doseados os seguintes parâmetros: dureza total e dureza carbonatada, 
sulfatos, nitratos, nitritos, amónio, cloro e cálcio e magnésio, pela importância de que se 
podem revestir no que respeita à presença de moluscos.  
Dureza total, Dureza carbonatada, Cálcio e Magnésio   
A dureza total da água é um parâmetro que está dependente da quantidade dos 
chamados «iões formadores de dureza», iões de cálcio (Ca2+) e Magnésio (Mg2+) 
presentes na água. A determinação da dureza total compreende a soma desses iões e é 
expressa em mg de óxido de cálcio (CaO) por litro de água.   
A dureza carbonatada é, de entre os iões de Ca2+ e Mg2+, presentes em 1 litro de 
água, a quantidade equivalente de iões hidrogenocarbonato (HCO3
-) e iões carbonato 
(CO3
2-). A relação de HCO3
- e CO3
2- depende dos valores de pH. Em águas com pH 
ácido (abaixo de 5,6), os moluscos apresentam dificuldade de promover a deposição do 
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Sulfatos 
As águas subterrâneas e superficiais contaminadas podem conter 300 mg ou 
mais de iões sulfato (SO4
2-) por litro de água, tratando-se assim de um bom indicador de 
contaminação. 
Nitratos 
A carga crescente de nitratos nas águas subterrâneas e na água potável 
proveniente destas, apresenta cada vez mais um problema sanitário do ambiente, que 
tem efeitos principalmente na agricultura de uso intensivo. O nitrogénio dos nitratos 
atinge as águas superficiais e as subterrâneas por arrastamento, devido a uma 
fertilização fora de tempo e uma sobredose. Os nitratos são elementos essenciais ao 
desenvolvimento do plâncton, fundamental para alimento dos moluscos (MSBrasil, 
2007).  
Nitritos, amónia, cloretos  
Em certas condições de anaerobiose, algumas bactérias desnitrificantes reduzem 
os nitratos a nitritos, assim como algumas outras reduzem nitritos a amónia. Estes dois 
parâmetros são, portanto, bons indicadores de poluição das águas, com efeitos nefastos 
ao desenvolvimento dos moluscos (MSBrasil, 2007). 
Dado que se tratam de moluscos de água doce não seria de esperar muita 
tolerância ao cloro, no entanto, já foram encontrados níveis relativamente elevados de 
cloretos e até mesmo de amónia em vários habitats de moluscos (MSBrasil, 2007). 
Cádmio, chumbo, cobre, níquel e zinco 
Para verificar o grau de contaminação dos cursos de água estudados, efectuou-se 
ainda a pesquisa e doseamento de metais pesados: cádmio, chumbo, cobre, níquel e 
zinco. 
Para os doseamentos utilizou-se uma técnica colorimétrica semi-quantitativa 
(Merckoquant®) de acordo com o protocolo do fabricante. 
3.2.3. Análise das fezes de animais 
A análise de fezes de animais para pesquisa de ovos de F. hepatica foi efectuada 
recorrendo à técnica de Telemann-Lima. A escolha desta técnica de concentração 
prende-se com o facto dos ovos de F. hepatica serem “grandes” e “pesados” e terem 
tendência para sedimentar. 
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Esta técnica baseia-se na obtenção de uma emulsão com duas fases não 
miscíveis, em que uma delas é aquosa e outra lipófila, permitindo assim separar as 
partículas fecais (parasitas, resíduos alimentares, bactérias). A separação processa-se de 
acordo com o equilíbrio hidrófilo-lipófilo, dos elementos da amostra, resultando na 
eliminação das fracções com predominância lipofílica, dado que são aqueles artefactos 
que mais interferem na visualização das preparações. Obtém-se assim uma concentração 
das partículas com predominância hidrofílica. No presente estudo preparou-se uma 
emulsão com cerca de 20 cm3 de água destilada, o equivalente a uma colher de café de 
fezes. A preparação obtida foi coada através de duas espessuras de gaze. O filtrado foi 
dispensado para um tubo de centrífuga enchendo-o até um terço da sua altura e, ao qual 
se adicionou igual volume de uma mistura feita com água e éter etílico, em partes 
iguais. O tubo foi tapado com uma rolha e agitado vigorosamente. A mistura foi 
centrifugada a 3000G (centrífuga HERMLE Z383K) durante 3 minutos. Após 
decantação, o sedimento foi observado entre lâmina e lamela de 22mmx22mm. 
Foram analisadas 20 amostras de fezes de animais, 18 da Tapada Nacional de 
Mafra e 2 do distrito de Évora. 
 
3.2.4. Análise dos fígados de animais 
Foram feitas pesquisas de parasitas adultos F. hepatica em fígados de gamos e 
javalis abatidos em caçada na Tapada Nacional de Mafra. Os fígados foram colocados 
num tabuleiro de alumínio e com a ajuda de uma pinça e bisturi, foram abertos os canais 
biliares e exercida pressão sobre o fígado para forçar a saída de eventuais parasitas 
presentes no interior desses canais.    
No total foram analisados 5 fígados de animais, 3 de gamo, e 2 de javali.  
 
3.3. Análise estatística 
Para análise estatística dos resultados recorreu-se ao software estatístico 
IBMSPSS Statistics (Statistical Package for the Social Sciences), versão 20 para 
Microsoft Windows.  
Para determinar a correlação existente entre os parâmetros físico-químicos 
(temperatura da água, pH, concentrações de sulfatos, nitratos, cálcio, durezas total e 
carbonatada), e biológicos (número de moluscos de outras espécies) e o número de L. 
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truncatula colhidos, e uma vez que os dados não apresentavam uma distribuição 
normal, recorreu-se a testes não paramétricos, nomeadamente ao coeficiente de 
correlação de Spearman (Maroco, 2003).  
Para avaliação da variação do número de moluscos L. truncatula colhidos em 
função das características físicas (vegetação e substrato) e físico-químicas dos habitats 
(concentrações de sulfatos, nitratos, cálcio, durezas total e carbonatada), efectuou-se o 
teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, para amostras independentes.   
Os gráficos dos doseamentos efectuados nas águas dos habitats foram 
executados no programa Microsoft® Excel 2010, para Microsoft Windows. Uma vez 
que os dados obtidos são semi-quantitativos, e expressos em classes de valores, para 
execução dos gráficos e tabelas foram considerados os limites superiores das classes. 
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4. Resultados 
4.1. Bioecologia de L. truncatula nos distritos de Coimbra, 
Évora, Leiria e Lisboa.  
4.1.1. Estudo dos potenciais habitats de moluscos 
Foram efectuadas 48 saídas de campo desde Janeiro de 2006 a Dezembro de 
2007, a quatro distritos portugueses: Coimbra, Évora, Leiria e Lisboa (apenas Tapada 
Nacional de Mafra) (Figura 8).  
 
 
Figura 8. Mapa de Portugal continental, com indicação dos distritos onde se realizaram os estudos. 
Ao todo, foram identificadas 47 colecções de água, com características 
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4.1.1.1. Descrição dos locais estudados 
Nos 47 locais estudados foi possível encontrar colecções de água de carácter 
quer temporário, quer permanente (Tabela 2), de vários tipos, que foram posteriormente 
agrupados de acordo com a Tabela 3, em: “Pequeno caudal de água” (PCA), “Ribeiro”, 
“Lagoa”, “Tanque”, “Charco” e “campo de cultivo de arroz” (CCA).  
No geral, “Ribeiro” foi o tipo de colecção de água mais frequente entre os locais 
estudados (55,3%), seguida de “Pequeno caudal de água” (PCA) (23,4%) (Tabela 3). A 
maioria dos habitats tinha carácter “Temporário” (61,7%) (Tabela 2).   
 
 
Tabela 2. Carácter das colecções de água nos 4 distritos estudados  










Permanente 3 (37,5%) 8 (53,3%) 4 (36,4%) 3 (23,1%) 18 (38,3%) 
Temporário 5 (62,5%) 7 (46,7%) 7 (63,6%) 10 (76,9%) 29 (61,7%) 
Total 8 15 11 13 47 
 
Tabela 3. Tipos de colecções de água encontrados nos 4 distritos estudados  










PCA 5 (62,5%) 1 (6,7%) 2 (18,2%) 3 (23,1%) 11 (23,4%) 
Tanque 3 (37,5%) - - 2 (15,4%) 5 (10,6%) 
Ribeiro - 12 (80%) 6 (54,5%) 8 (61,5%) 26 (55,3%) 
Lagoa - 1 (6,7%) - - 1 (2,1%) 
Charco - 1 (6,7%) - - 1 (2,1%) 
CCA - - 3 (27,3%) - 3 (6,4%) 
Total 8 15 11 13 47 
PCA – Pequeno caudal de água; CCA – campo de cultivo de arroz  
 
No distrito de Coimbra, além de “Ribeiro” (54,5%), e “Pequeno caudal de água” 
(PCA) (18,2%) de carácter “Temporário” (63,6%) (Figura 12), foram identificados três 
habitats com características muito próprias, “Campo de cultivo de arroz (CCA) (27,3%) 
(figuras 9a,9b), que devido o tipo de cultura agrícola a que se destina faz com que os 
campos estejam irrigados praticamente durante todo o ano. À excepção da Figura 9c), 
todas as outras colecções de água ilustradas na Figura 9, apresentam um contacto 
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próximo com a população, seja ele para rega de culturas agrícolas, quer seja para lavar a 
roupa (Figura 9d), ou funcionar como piscina durante os meses de verão (como foi 
possível observar durante os trabalhos de campo).    
 
 
Figura 9. Colecções de água estudados no distrito de Coimbra 
 
O distrito de Évora, pela à sua localização, e clima associado, com temperaturas 
extremas, apresentou vários tipos de colecções de água, como: “pequeno caudal de 
água” (PCA), “Ribeiro” de carácter maioritariamente “Temporário”, que, devido às 
elevadas temperaturas que se fazem sentir nos meses de verão, secam completamente 
(Figura 10). Sendo uma região de elevada produção agrícola e animal, o contacto da 
população humana, quer dos animais, com as colecções de água parece evidente. 
Estudaram-se ainda 2 locais do tipo “Tanque” e outros pequenos caudais de água, que 
servem de bebedouro a animais. 
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Figura 10. Colecções de água doce estudadas no distrito de Évora 
 
No distrito de Leiria, os locais estudados foram maioritariamente do tipo 
“Ribeiro”, alguns de carácter “Permanente”, outros “Temporário”, apresentando todos 
eles alguns aspectos particulares (Figura 11). A Figura 11c) mostra um “pequeno caudal 
de água” (PCA), que fica localizado no interior de uma propriedade particular, onde o 
proprietário tem gado, bovino e ovino a pastar e faz igualmente cultura de agriões 
destinados a consumo humano, dentro do curso de água. As restantes colecções de água 
utilizadas pela população apenas nas actividades agrícolas.  
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Figura 11. Colecções de água doce estudadas no distrito de Leiria  
Na Tapada Nacional de Mafra, distrito de Lisboa, todas as colecções de água 
existentes servem de bebedouro aos animais, uma vez que eles circulam livremente no 
parque (Figura 12). À excepção dos três tanques estudados, as restantes colecções de 
água apresentaram carácter “Temporário”.  
 
 
Figura 12. Colecções de água doce estudados no distrito de Lisboa 
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Quanto à vegetação presente dentro das colecções de água, a maioria dos locais 
estudados apresentou vegetação “Leve” (76,6%) (Tabela 4) do tipo 
“Emergente+Imersa” (EMG+IMS) (36,2%) (Tabela 5). 
 
 











Nenhuma 1 (12,5%) 2 (13,3%) - 1 (7,7%) 4 (10,6%) 
Leve 7 (87,5%) 11 (73,3%) 7 (63,6%) 11 (84,6%) 36 (76,6%) 
Densa - 2 (13,3%) 4 (36,4%) 1 (7,7%) 7 (14,9%) 















Nula 1 (12,5%) 3 (20%) - 1 (7,7%) 5 (10,6%) 
FLUT - - - - - 
EMG - 3 (20%) 1 (9,1%) - 4 (8,5%) 
IMS 3 (37,5%) 2 (13,3%) 1 (9,1%) 4 (30,8%) 10 (21,3%) 
EMG+FLUT - - - - - 
EMG+FLUT+IMS 4 (50%) - 1 (9,1%) 4 (30,8%) 9 (19,1%) 
FLUT+IMS - 1 (6,7%) 1 (9,1%) - 2 (4,3%) 
EMG+IMS - 6 (40%) 7 (63,6%) 4 (30,8%) 17 (36,2%) 
Total 8 15 11 13 47 
(FLUT – flutuante; EMG – emergente; IMS - imersa) 
 
 
O substrato existente nas várias colecções de água era composto por “Argila e 
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ARG 1 (12,5%) 1 (6,7%) - - 2 (4,3%) 
AR - 2 (13,3%) - - 2 (4,3%) 
MDEC 3 (37,5%) - - 2 (15,4%) 5 (10,6%) 
ARG+ROC - - 1 (9,1%) 2 (15,4%) 3 (6,4%) 
AR+ARG - 2 (13,3%) - 1 (7,7%) 3 (6,4%) 
ARG+HUM - - - 1 (7,7%) 1 (2,1%) 
ARG+MDEC 4 (50%) - 4 (36,4%) 2 (15,4%) 10 (21,3%) 
ROC+AR - 2 (13,3%) - - 2 (4,3%) 
AR+MDEC - 1 (6,7%) - - 1 (2,1%) 
ARG+ROC+AR+MDEC - 3 (20%) 1 (9,1%) 1 (7,7%) 4 (8,5%) 
ARG+HUM+MDEC - 1 (6,7%) - 1 (7,7%) 2 (4,3%) 
ROC+AR+ARG - 1 (6,7%) 3 (27,3%) 1 (7,7%) 5 (10,6%) 
CIM+ARG - 1 (6,7%) 1 (9,1%) 1 (7,7%) 3 (4,3%) 
AR+ARG+HUM+MDEC - - - 1 (7,7%) 1 (2,1%) 
ROC+AR+HUM - - 1 (9,1%) 2 (15,4%) 3 (6,4%) 
ROC+AR+MDEC - 1 (6,7%) - - 1 (2,1%) 
Total 8 15 11 13 47 
(ARG-Argila; AR-Areia; MDEC–Matéria em decomposição; HUM–húmus; ROC–rochas; CIM-Cimento) 
 
A vegetação na margem das colecções de água, no total dos distritos, não 
registou alterações evidentes, apresentando todos os itens, percentagens muito idênticas 
(Tabela 7). 
 











Nenhuma 3 (37,5%) 3 (20%) 4 (36,4%) 2 (15,4%) 12 (25,5%) 
Pouca 1 (12,5%) 6 (40%) 4 (27,3%) 7 (53,8%) 18 (38,3%) 
Muita 4 (50%) 6 (40%) 3 (27,3%) 4 (30,8%) 17 (36,2%) 
Total 8 15 11 13 47 
 
Quanto à presença de agriões, verificou-se que só aconteceu em 14,9% dos casos 
(Tabela 8).   
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Tabela 8. Presença de agriões dentro das colecções de água 










Não 8 (100%) 12 (80%) 8 (72,7%) 12 (92,3%) 40 (85,1%) 
Sim - 3 (20%) 3 (27,3%) 1 (7,7%) 7 (14,9%) 
Total 8 15 11 13 47 
 
Observou-se ainda que a maioria dos habitats apresentava exposição “Total” ao 
sol (87,2%) (Tabela 9).  
 











Parcial - - 1 (9,1%) 12 (92,3%) 1 (2,1%) 
Fraca - 3 (20%)   5 (10,6%) 
Total 8 (100%) 12 (80%) 10 (90,9%) 1 (7,7%) 41 (87,2%) 
Total 8 15 11 13 47 
 
 
4.1.1.2. Doseamentos efectuados nas águas dos locais estudados 
 Os valores de pH (Figuras 13 e 14) variaram desde 6.10 até 9.15, valores estes 
atingidos no distrito de Coimbra. A média global foi de 7,41. O pH da água apresentou 
algumas variações ao longo do tempo, no entanto, não se observou qualquer relação ou 
paralelismo entre os dois anos de estudo, nos meses correspondentes.    
   
 
Figura 13. Valor de pH da água, média por distrito Figura 14. Valor de pH da água, média dos 
4 distritos estudados 
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A temperatura da água mostrou uma grande variação ao longo do ano, com um 
mínimo de 8,3ºC, no distrito de Leiria, e um máximo de 35,8ºC, no distrito de Coimbra. 
(Figuras 15 e 16). Os valores de temperatura da água variaram ao longo do ano de 
acordo com as estações. (Assim no inverno observaram-se temperaturas mais baixas e 
no verão, temperaturas mais altas.) 
 
 
Os valores de “dureza total” (DT) (Figuras 17 e 18) e “dureza carbonatada” 
(DC) (Figuras 19 e 20) também apresentam algumas variações ao longo do tempo. O 
valor máximo para a “dureza total” foi detectado nas águas colhidas no distrito de Évora 
e foi de 445,0 mg/l. Relativamente à “dureza carbonatada”, o valor máximo foi de 284,8 
mg/l, considerando todos os distritos, com excepção do de Lisboa). Verifica-se um 
ligeiro aumento em ambos os parâmetros nos meses de verão.   
 
 
Figura 17. DT da água, média por distrito                             Figura 18. DT da água dos habitats, média 
dos 4 distritos estudados 
Figura 15. Temperatura da água, média por distrito Figura 16. Temperatura da água, média dos 
4 distritos estudados 
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Contrariamente aos outros parâmetros estudados, é nos meses mais quentes que 
os valores de nitratos são inferiores, apresentando um mínimo de 0 e um máximo de 50 
mg/l (distritos de Leiria e Évora) (Figuras 21 e 22). 
   
 
Os valores de sulfatos (Figuras 23 e 24) apenas apresentaram alterações nas 
primeiras fases de estudo, mantendo-se praticamente constantes até final do estudo. 






Figura 19. DC da água, média por distrito                           Figura 20. DC da água, média dos 4 distritos 
estudados      
Figura 21. Concentração de nitratos na água, média 
por distrito                     
Figura 22. Concentração de nitratos na 
água, média dos 4 distritos estudados  
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Os valores de cálcio também foram aumentando durante nos meses de verão, 
apresentando um máximo de 100 mg/l (em todos os distritos estudados) e diminuindo 
no inverno (Figuras 25 e 26).  
 
Não foi encontrado nenhum dos metais doseados (cádmio, chumbo, cobre, 
níquel e zinco), assim como também não se encontraram vestígios de nitritos, amónio e 
cloro. 
Relativamente ao magnésio, os valores encontrados foram demasiado baixos 
(todos inferiores a 100 mg/l). Uma vez que apenas deu para observar a presença de 
vestígios de magnésio nas tiras reactivas decidiu-se classificar apenas como presente ou 
ausente.  
Assim, verificou-se presença de magnésio em 69,1% (num total de 105 
observações) das amostras, sendo: 9,5% (10 observações) do distrito de Lisboa; 27,6% 
Figura 25. Concentração de cálcio na água, média 
por distrito    
Figura 26. Concentração de cálcio na água, 
média dos 4 distritos estudados 
Figura 23. Concentração de sulfatos na água, média 
por distrito    
Figura 24 Concentração de sulfatos na água, 
média dos 4 distritos estudados   
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(29 observações) do distrito de Leiria; e 31,4% (33 observações) no distrito de Coimbra 
e igual valor no distrito de Évora. 
     
4.1.1.3. Moluscos colhidos 
Ao todo, foram colhidos 6509 moluscos, num total de 152 observações. Em 
2006 colheram-se 3465 moluscos (86 observações) e 3044 em 2007 (66 observações) 
(Figura 27). 
No que concerne a L. truncatula, colheram-se 3397 moluscos, dos quais 1233 
foram colhidos em 2006 e 2164 em 2007 
.  
Além de L. truncatula, colheram-se ainda outras espécies de moluscos como: 
Lymnaea peregra, Physa acuta, Ancylus sp, Planorbarius metidjensis, Bithynia 
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L. truncatula 880 311 2033 173 3397 
L. peregra 0 70 270 0 340 
P. acuta 0 164 265 323 752 
Ancylus sp 0 21 71 71 163 
P. metidjensis 16 392 347 978 1733 
B. tentaculata 0 0 6 1 7 
Prosobranchiata 0 64 53 0 117 
Total 896 1022 3045 1546 6509 
 
Coimbra foi o distrito onde se colheram mais moluscos, inclusivamente da 
espécie L. truncatula.  
No ano de 2007, o total de moluscos L. truncatula colhidos foi muito superior ao 
de 2006, nomeadamente nos distritos de Coimbra e Lisboa, como é possível observar na 
Figura 27. Este aumento do número de moluscos colhidos é mais evidente nas colheitas 
efectuadas no mês de Março nos dois distritos referidos (Figura 27). 
Relativamente à localização dos gastrópodes L. truncatula no habitat, a grande 
maioria encontrava-se na lama, rochas ou em qualquer suporte sólido nas áreas 
adjacentes à colecção de água (Figura 28: a, b,c). No entanto, no distrito de Lisboa, os 
moluscos encontravam-se maioritariamente dentro da colecção de água (Figura 28: d) 
 
Capítulo I – Bioecologia de Lymnaea truncatula                                                         Resultados 
 
Lymnaea truncatula em Portugal: contribuição para o estudo 
da bioecologia e da variação genética. 
45 
 
Figura 28. Tipo de localização dos moluscos L. truncatula nos seus habitats, em Portugal continental 
 
4.1.2. Caracterização dos habitats preferenciais de L. truncatula 
A fim de caracterizar os habitats preferenciais de L. truncatula, efectuou-se uma 
análise dos vários locais estudados, onde se colheram exemplares desta espécie de 
gastrópodes.  
Assim, os habitats foram de vários tipos, de acordo com a Tabela11. “Ribeiro” 
foi o tipo de habitat mais prevalente em praticamente todos os distritos estudados (54% 
do total dos habitats), exceptuando no distrito de Lisboa em que todos os habitats foram 
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Tabela 11. Tipos de colecções de água encontrados com presença L. truncatula 










PCA 4 (100%) 1 (10%) 2 (22,2%) 1 (12,5%) 8 (25,8%) 
Tanque - - - 2 (25%) 2 (6,5%) 
Ribeiro - 8 (80%) 4 (44,4%) 5 (62,5%) 17 (54,8%) 
Charco - 1 (10%) - - 1 (3,2%) 
CCA - - 3 (33,3%) - 3 (9,7%) 
Total 4 10 9 8 31 
PCA – Pequeno caudal de água; CCA – Campo de cultivo de arroz 
 
Em ambos os casos, a maioria dos habitats apresentaram carácter “Temporário” 
(80,6%) (Tabela 12), com vegetação na água preferencialmente “Leve” (74,2%) (Tabela 
13) do tipo “Emergente e Imersa” (EMG+IMS) (41,3%) (Tabela 14). 
 
 
Tabela 12. Carácter das colecções de água estudados, com presença de L. truncatula  










Permanente - 3 (30%) 2 (22,2%) 1 (12,5%) 6 (19,4%) 
Temporário 4 (100%) 7 (70%) 7 (77,8%) 7 (87,5%) 25 (80,6%) 
















Nenhuma 1 (25%) 1 (10%) - - 2 (6,5%) 
Leve 3 (75%) 8 (80%) 5 (55,6) 7 (75%) 23 (74,2%) 
Densa - 1 (10%) 4 (44,4) 1 (25%) 6 (19,4%) 
Total 4 10 9 8 31 
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Nula 1 (25%) 2 (20%) - 2 (25%) 5 (16,1%) 
FLUT - - - - - 
EMG - 2 (20%) 1 (11,1%) - 3 (9,7%) 
IMS - 2 (20%) 1 (11,1%) - 3 (9,7%) 
EMG+FLUT - - - - - 
EMG+FLUT+IMS 3 (75%) - 1 (11,1%) 2 (25%) 6 (19,4%) 
FLUT+IMS - - 1 (11,1%) - 1 (3,2%) 
EMG+IMS - 4 (40%) 5 (55,6%) 4 (50%) 13 (41,3%) 
Total 4 10 9 8 31 
FLUT–Flutuante; EMG-Emergente; IMS-Imersa  
 
O tipo de substrato composto por “Argila + Matéria em decomposição” 
(ARG+MDEC) foi o mais frequente nas colecções de água, representando 22% dos 
resultados (Tabela 15).  











ARG 1 (25%) 1 (10%) - - 2 (6,4%) 
AR - 1 (10%) - - 1 (3,2%) 
MDEC - - - 2 (25%) 2 (6,4%) 
ARG+ROC - - 1 (11,1%) 1 (12,5%) 2 (6,4%) 
AR+ARG - 2 (20%) - 1 (12,5%) 3 (9,6%) 
ARG+HUM - - - 1 (12,5%) 1 (3,2%) 
ARG+MDEC 3 (75%) - 4 (44,4%) - 7 (22,4%) 
ROC+AR - - - - - 
AR+MDEC - - - - - 
ARG+ROC+AR+MDEC - 3 (30%) 1 (11,1%) - 4 
ARG+HUM+MDEC - - - 1 (12,5%) 1 (3,2%) 
ROC+AR+ARG - 1 (10%) 1 (11,1%) 1 (12,5%) 3 (9,6%) 
CIM+ARG - 1 (10%) 1 (11,1%) - 2 (6,4%) 
AR+ARG+HUM+MDEC - 1 (10%) - 1 (12,5%) 2 (6,4%) 
ROC+AR+HUM - - 1 (11,1%) - 1 (3,2%) 
ROC+AR+MDEC - - - - - 
Total 4 10 9 8 31 
ARG-Argila; AR-Areia; MDEC-Matéria em decomposição; ROC-Rochas; Hum-Húmus; CIM-Cimento 
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Relativamente à quantidade de vegetação na margem, apesar de a maioria 
apresentar “Pouca” vegetação (41,3%) não parece haver grandes diferenças entre os 
valores obtidos (Tabela 16.). Relativamente à presença de agriões, apenas se 
encontraram em 9,7% dos habitats (Tabela 17). 
 
 











Nenhuma - 2 (20%) 4 (44,4%) 1 (12,5%) 7 (22,4%) 
Pouca 1 (25%) 4 (40%) 4 (44,4%) 4 (50%) 13 (41,3%) 
Muita 3 (75%) 4 (40%) 1 (11,1%) 3 (37,5%) 11 (35,5%) 
Total 4 10 9 8 31 
 
 
Tabela 17. Presença de agriões dentro das colecções de água estudadas, com presença de L. truncatula 










Não 4 (100%) 7 (70%) 7 (77,8%) 7 (87,5%) 25 (80,6%) 
Sim - 3 (30%) 2 (22,2%) 1 (12,5%) 6 (9,7%) 
Total 4 10 9 8 31 
 
A maioria dos habitats de L. truncatula apresentaram água “Límpida” (93,5%) 
(Tabela 18.), “Incolor” (90,3%) (Tabela 19), “Inodora” (90,3%) (Tabela 20) e com 
exposição solar “Total” (90,3%) (Tabela 21),  
  











Límpida 4 (100%) 9 (90%) 9 (100%) 7 (87,5%) 29 (93,5%) 
Turva - 1 (10%)  1 (12,5%) 2 (6,5%) 
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Incolor 4 (100%) 9 (90%) 9 (100%) 6 (75%) 28 (90,3%) 
Escura - 1 (10%) - 2 (25%) 3 (9,7%) 
Total 4 10  9 8 31 
 
   
 











Inodora 4 (100%) 10 (100%) 8 (88,9%) 6 (75%) 28 (90,3%) 
Fétida - - 1 (11,1) 2 (25%) 3 (9,7%) 















Parcial - - 1 (11,1%) - 1 (3,2%) 
Fraca - 1 (10%) - 1 (12,5%) 2 (6,4%) 
Total 4 (100%) 9 (90%) 8 (88,9%) 7 (87,5%) 28 (90,3%) 
Total 4 10 9 8 31 
 
Relativamente aos doseamentos das “dureza total” (DT) e “dureza carbonatada” 
(DC) na água dos habitats: verificou-se um aumento da “dureza total” (DT) ao longo do 
ano de 2006, decrescendo só no mês de Novembro e seguidamente, após uma subida no 
mês de Janeiro, um decréscimo no mês de Março. Até final do estudo os valores 
mantiveram-se praticamente constantes (Figura 32). Em relação à “dureza carbonatada” 
(DC), a dinâmica dos valores foi semelhante, mas menos acentuada (Figura 33).  
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Figura 31.  pH da água dos habitats com L. 
truncatula    
Figura 32. Temperatura da água dos habitats com L. 
truncatula 
 
Relativamente ao pH da água, observou-se um decréscimo de Janeiro para 
Março de 2006. Seguidamente, verificou-se um aumento até ao mês de Julho. 
Posteriormente, os valores diminuíram gradualmente até ao mês de Novembro. Em 
2007, observou-se um aumento dos valores no mês de Março, decrescendo depois até 
Setembro. Apesar de haver diferenças, entre Julho e Novembro, estas são muito 
pequenas (Figura 31).  
 
 
Em relação à temperatura da água, observou-se um aumento até ao aos meses de 
verão e um decréscimo à medida que se aproxima do inverno. No ano de 2007 
verificou-se o mesmo, com a diferença de que observaram-se temperaturas mais 
elevadas na altura da primavera. Apesar disso, as temperaturas aumentaram mais 
rapidamente no ano de 2007, sendo o mês de maio, aquele em que se observaram 
Figura 29. DT da água dos habitats com L. 
truncatula 
Figura 30. DC da água dos habitats com L. 
truncatula   
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temperaturas mais altas. O aumento das temperaturas em 2006 foi mais gradual (Figura 
32). 
Os nitratos doseados na água dos habitats de L. truncatula estudados, não 
apresentaram qualquer correspondência ente os dois anos estudados, os valores mais 
elevados registaram se no início de 2006 e no final de 2007 (Figura 33)   
 
À semelhança do que se verificou nos locais estudados em geral, também 
naqueles em que se colheram moluscos L. truncatula, os sulfatos doseados na água 
apresentaram valores semelhantes, observando-se um ligeiro aumento entre Janeiro e 
Março de 2006, registando-se seguidamente uma queda dos valores para cerca de 200 







Figura 33.  Concentração de nitratos na água dos 
habitats com L. truncatula 
Figura 34. Concentração de sulfatos na água dos 
habitats com L. truncatula 
Figura 35. Concentração de cálcio na água dos habitats 
com L. truncatula 
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Relativamente aos valores de cálcio, a dinâmica dos valores foi semelhante nos 
dois anos de estudo. A única diferença registou-se nos meses de Setembro e Novembro. 
Em 2006 o valor máximo observou-se no mês de Setembro, seguindo-se de um 
decréscimo em Novembro. Em 2007, observou-se um decréscimo em Setembro, 
subindo novamente em Novembro (Figura 35).   
4.1.3. Influência dos parâmetros físicos, físico-químicos e biológicos dos 
habitats na densidade populacional de L. truncatula 
4.1.3.a. Parâmetros físicos 
Parece haver uma influência directa relativamente à quantidade de vegetação 
aquática assim como, do substrato, presentes nos habitats, sobre o número de moluscos 
L. truncatula colhido (KW: p=0,017; p=0,00 respectivamente) (Tabela 22).     




Tipo de Veget. 
aquática 
Carácter de veget. 
aquática 
Quantidade de veget. na 
margem Substrato 
L. truncatula p 0,096 0,132 0,017* 0,100 0,00* 
* significativo para p<0,05;  
 
4.1.3.b. Parâmetros físico-químicos 
Relativamente aos parâmetros físico-químicos, observa-se alguma correlação 
negativa entre a concentração de nitratos e a densidade populacional de L. truncatula. 
Apesar de não ser significativo, apresenta um valor de p próximo de 0,05 (ρ=-0,150; 
p=0,066) (Tabela 23). 
Tabela 23. Teste de correlação de Spearman 




ρ 0.014 0.132 -0,150 0.133 0.081 0.077 0.121 
p 0.865 0.106 0,066 0.103 0.325 0.345 0.140 
 
A temperatura e o pH, não parecem evidenciar qualquer influência sobre o 
número de gastrópodes L. truncatula (Spearman: p>0,05) (Tabela 23).  
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A “dureza total” (DT) da água dos habitats parece ter alguma influência sobre os 
moluscos L. truncatula colhidos, apresentando estes uma distribuição não homogénea 
ao longo das classes (KW: p=0,046) (Tabela 24). A concentração que se mostra mais 
favorável ao seu desenvolvimento, situa-se na classe entre 178,1e 267 mg/l, valores a 
partir dos quais o número de moluscos colhidos decresceu abruptamente, até valores 
próximos de zero (Figura 36).   
Em relação aos nitratos, verifica-se que concentrações de nitratos na água dos 
habitats acima dos 25 mg/l, afectam negativamente a densidade populacional de L. 
truncatula (Figura 37). 
 
 
Tabela 24. Teste de Kruskal-Wallis 
Parâmetro KW 




L. truncatula p 0.468 0.237 0.468 0,046* 0.207 




No que respeita ao cálcio, o número de moluscos aumentou com valores de 
cálcio até aos 25,1/50mg/l, depois disso começou a decrescer (Figura 38). 
 
Figura 36. Variação do número de moluscos L. 
truncatula colhido em relação às concentrações 
de DT na água 
Figura 37. Variação o número de moluscos L. 
truncatula colhido em relação às concentrações 
de nitratos na água 
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Em relação à concentração de sulfatos, observou-se que os valores médios de L. 
truncatula são semelhantes com concentrações na ordem dos 300 mg/l. A partir desse 




4.1.3.c. Parâmetros biológicos 
Enquanto a densidade populacional de P. acuta não parece ter influência sobre a 
densidade populacional de L. truncatula, (ρ=0,095; p>0,05) (Tabela 25), já os restantes 
moluscos colhidos durante o estudo mostram afectar a população de L. truncatula, 
evidenciando uma correlação negativa. Inclusive, relativamente aos moluscos da sub-
classe prosobranchiata e das espécies P. metidjensis, L. peregra e, essa correlação é 
estatisticamente significativa (Spearman: p=0,007; p=0,017 e p=0,000 respectivamente) 
(tabela 25). 
Tabela 25. Teste de correlação de Spearman 
Parâmetro  P. acuta B. tentaculata Prosobronchiata P. metidjensis L. peregra Ancylus 
L. truncatula 
ρ 0.095 -0.041 -0,219* -0,194* -0,288* -0.127 
p 0.243 0.616 0,007 0,017 0,000 0.118 
 * significativo para p<0,05 
 
 
Figura 38. Variação do número de moluscos L. 
truncatula colhido em relação às concentrações 
de sulfatos na água 
Figura 39. Variação do número de moluscos L. 
truncatula colhido em relação às concentrações 
de cálcio na água 
Capítulo I – Bioecologia de Lymnaea truncatula                                                         Resultados 
 
Lymnaea truncatula em Portugal: contribuição para o estudo 
da bioecologia e da variação genética. 
55 
4.2. Bioecologia de L. truncatula na ilha da Madeira  
4.2.1. Descrição dos locais estudados e caracterização dos habitats 
preferenciais de L. truncatula 
Nas duas viagens efectuadas à ilha da Madeira para trabalho de campo, foram 
identificadas várias colecções de água distribuídas por toda a ilha (Figura 40). Assim, 
foram visitados 22 locais em Julho e 31 em Novembro, tendo sido feito um total de 53 
observações em 36 colecções de água diferentes. 
 
 
Figura 40. Mapa da ilha da Madeira evidenciando os locais de colheita de moluscos. 
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Os tipos de colecções de água encontrados foram: “Pequeno caudal de água” 
(PCA), “Ribeiro”, “Charco”, “Canal” e “Escorrimento de encosta” (EENC) Este último 
foi o tipo mais frequente na ilha (69,4%) (Tabela 26) (Figura 41).    
 
Figura 41. Tipo de colecções de água estudadas na ilha da Madeira: a) Escorrimento de encosta; b) 
Canal; c) Pequeno caudal de água; d) Ribeiro; e) Charco 
 
Relativamente aos locais onde se colheram L.truncatula, também “Escorrimento 
de encosta” (EENC) foi o tipo de habitat mais prevalente (79,3%) (Tabela 26). 
As colecções de água estudadas eram quase todos de carácter “Permanente” 
(97,2%), apenas um era de carácter “Temporário”. Todos os habitats onde se colheram 
moluscos L. truncatula eram de carácter “Permanente”, com vegetação na água “Leve” 
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Tabela 26. Tipos de locais prospectados na ilha da Madeira 
Tipo de habitat Freq/Percentagem L.truncatula Outros moluscos 
PCA 2 (5,6%) 2 (6,9%) 1 (4,5%) 
Ribeiro 2 (5,6%) 0 (0%) 1 (4,5%) 
Charco 2 (5,6%) 2 (6,9%) 2 (9,1%) 
Canal 5 (13,9%) 2 (6,9%) 5 (22,7%) 
EENC 25 (69,4) 23 (79,3%) 13 (59,1%) 
Total 36  29 (80,6%) 22 (61,1%) 
PCA-Pequeno caudal de água; EENC-Escorrimento de encosta 
 
 
 Tabela 27. Carácter da vegetação aquática na ilha da Madeira  
Quantidade de vegetação  Nº habitats /% 
Presença de  
L. truncatula/% 
Nenhuma 5 (13,9%) 3 (10,3%) 
Leve 27 (75%) 22 (75,9%) 
Densa 4 (11,1%) 4 (13,8%) 
Total 36 29 
 
 
Tabela 28. Quantidade de vegetação margem das colecções de água, na ilha da Madeira. 
Quantidade de vegetação  Nº habitats /% 
Presença de      
 L. truncatula/% 
Nenhuma 7 (19,4%) 4 (13,8%) 
Pouca 23 (63,9%) 19 (65,5%) 
Muita 6 (16,7%) 6 (20,7%) 
Total 36 29 
 
A vegetação presente nas colecções de água foi do tipo “Emergente” (41,4%) 
(Tabela 29), e substrato composto por “Rochas, Argila e Matéria em decomposição” 
(ROC+ARG+MDEC) (33,3%) (Tabela 30). Quanto aos restantes locais estudados, os 
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Tabela 29. Tipo de vegetação na água, na ilha da Madeira. 
Vegetação água Nº habitats /% 
Presença de 
L. truncatula/% 
Nula 7 (19,5%) 4 (13,8%) 
EMG 13 (36,1%) 12 (41,4%) 
EMG+FLUT+IMS 8 (22,2) 8 (27,6%)  
EMG+IMS 8 (22,2%) 5 (17,2%) 
Total 36 29 
FLUT–Flutuante; EMG-Emergente; IMS-Imersa  
 
 
Tabela 30. Tipo de substrato na água, na ilha da Madeira 
Substrato Nº habitats /% 
Presença de 
L. truncatula/% 
ARG 1 (2,8%) 1 (3,4%) 
ROC 3 (8,3%) - 
ARG+ROC 11 (30,6%) 8 (27,6%) 
ROC+MDEC 9 (25,0%) 8 (27,6%) 
ROC+ARG + MDEC 12 (33,3%) 12 (41,4%) 
Total 36 29 
ARG-Argila; MDEC-Matéria em decomposição; ROC-Rochas 
 
Observou-se ainda que os habitats apresentavam água “Incolor” e “Inodora”, 
com exposição solar “Fraca” (55,6%), encontrando-se os moluscos L. truncatula que 
foram colhidos quer na vegetação presente na colecção de água, quer na lama a ela 
adjacente, ou até mesmo dentro da colecção de água (Figura 42). 
 
4.2.1.1. Moluscos colhidos 
No total, colheram-se 1409 moluscos, dos quais 874 foram identificados como 
L. truncatula (53 observações) (Figura 43; Tabela 31). Colheram-se ainda moluscos 
Lymnaea sp, Physa acuta, Ancylus sp, Helisoma sp e outra espécie de moluscos 
operculados da sub-classe Prosobranchiata. 
L. truncatula foi a espécie de moluscos mais prevalente, estando presente em 
80,6% dos locais estudados, tendo sido colhido igual número de exemplares em Julho e 
em Novembro (437 moluscos). 
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Figura 42. Tipo de localização dos moluscos L. truncatula nos seus habitats, na ilha da Madeira: a, 
b) na vegetação do habitat; c) na lama na margem da colecção de água; d, e) dentro da colecção de 
água. 
Os moluscos Lymnaea sp, serão descritos em detalhe, posteriormente, no 
capítulo III. 
 
Tabela 31. Moluscos colhidos na ilha da Madeira 
Moluscos colhidos Julho Novembro Total 
L. truncatula 437 (68,9%) 437 (56,39%) 874 (62,03%) 
Lymnaea sp 37 (5,85%) 96 (12,38%) 133 (9,45%) 
P. acuta 68 (10,74%) 129 (16,65%) 197 (13,98%) 
Ancylus sp 9 (1,42%) 26 (3,35%) 35 (2,48%) 
Helisoma sp 1 (0,16%) 20 (2,58%) 21 (1,49%) 
Prosobranchiata 82 (12,93%) 67(8,65%) 149 (10,57%) 
Total 634 (100%) 775 (100%) 1409 (100%) 
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         Figura 43. Número de moluscos colhidos na ilha da Madeira, em Julho e Novembro   
 
4.2.1.2. Doseamentos efectuados nas águas dos locais estudados 
No geral, em Julho, os valores de pH variaram entre 6,4 e 8,6, com uma média 
de 7,5, diminuindo ligeiramente em Novembro, variando entre 6,3 e 8,2, com uma 
média de 7,1 (Tabela 32). Relativamente aos habitats onde se colheram moluscos L. 
truncatula, também se verificou um decréscimo do primeiro para o segundo período de 
estudo, no entanto relativamente aos habitats em geral as diferenças foram muito 
pequenas.  
 
Tabela 32. Valores de pH da água dos habitats estudados, na ilha da Madeira. 
Mês Habitats no geral Habitats L. truncatula 
 Min Máx Média Min Máx Média 
Julho 6,4 8,6 7,5 6,7 8,3 7,4 
Novembro 6,3 8,2 7,1 6,4 8,2 7,1 
Os valores mínimos de temperatura da água dos locais estudados foram muito 
semelhantes quer em Julho, quer em Novembro, 10,7ºC e 10ºC respectivamente (Tabela 
33). Relativamente aos valores máximos, houve um decréscimo de 6,3ºC entre Julho e 
Novembro (27,2ºC e 20,9ºC respectivamente), observando-se também um decréscimo 
da temperatura média de 2,9ºC.  
Relativamente aos habitats de L. truncatula, observaram-se valores superiores da 
temperatura mínima em ambos os meses (14,7ºC e 14,4ºC), no entanto, os valores 
máximos de temperatura da água foram semelhantes ao geral dos locais estudados. Os 
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valores médios de temperatura foram ligeiramente superiores (19,6ºC em Julho e 17,2ºC 
em Novembro) 
 
Tabela 33. Valores de temperatura da água dos habitats estudados, na ilha da Madeira (ºC). 
Mês Habitats no geral Habitats L. truncatula 
 Min Máx Média Min Máx Média 
Julho 10,7 27,2 19,5 14,7 27,2 19,6 
Novembro 10,0 20,9 16,6 14,4 20,9 17,2 
 
Os valores mínimos e máximos de “dureza total” (DT) na água dos locais 
estudados foram semelhantes nas duas fases de estudo, entre 0 e 53,0 mg/l (Tabela 34). 
Nos habitats de L. truncatula, os valores mínimos de máximos foram idênticos nas duas 
épocas. As medianas foram também idênticas, entre 53 e 89mg/l. 
 
Tabela 34. DT na água dos habitats estudados, na ilha da Madeira (mg/l). 
Mês Habitats no geral Habitats L. truncatula 
 Min Máx Mediana Min Máx Mediana 
Julho 53,00 178,00 89,00 53,00 178,00 89,00 
Novembro 53,00 178,00 89,00 53,00 178,00 89,00 
À semelhança do que se observou com a “dureza total” (DT), também os valores 
mínimos e máximos, assim como a mediana dos valores, de “dureza carbonatada” (DC) 
foram semelhantes nas duas fases de colheita, quer no geral dos habitats estudados, quer 
apenas naqueles onde se encontraram moluscos L. truncatula (Tabela 35). Os valores 
variaram entre 0 e 142,4 mg/l. A única excepção observada foi no geral dos habitats, o 
valor máximo observado em Novembro que foi superior ao observado em Julho, 178,0 
mg/l. A mediana situou-se entre 0,1 e 71,2 mg/l.  
 
Tabela 35. DC na água dos habitats estudados, na ilha da Madeira (mg/l). 
Mês Habitats no geral Habitats L. truncatula 
 Min Máx Mediana Min Máx Mediana 
Julho 0,00 142,40 71,20 0,00 142,40 71,20 
Novembro 0,00 178,00 71,20 0,00 142,40 71,20 
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Relativamente à concentração de cálcio, os valores mínimos e máximos, assim 
como os das medianas foram idênticos para os habitats em geral e para os de L. 
truncatula (Tabela 36), assim como nas duas fases de estudo.  
 
Tabela 36. Concentração de cálcio na água dos habitats estudados, na ilha da Madeira (mg/l). 
Mês Habitats no geral Habitats L. truncatula 
 Min Máx Mediana Min Máx Mediana 
Julho 0,00 25,00 10,00 0,00 25,00 10,00 
Novembro 0,00 25,00 10,00 0,00 25,00 10,00 
 
A concentração mínima de nitratos nos locais estudados foi idêntica nos dois 
períodos, Julho e Novembro, entre 0,00 e 5,00 mg/l (Tabela 37). Relativamente aos 
valores máximos obtidos, verificou-se uma diminuição de Julho para Novembro. Em 
relação aos habitats onde se encontraram moluscos L. truncatula, observou-se 
igualmente um decréscimo do valor máximo de Julho para Novembro, que foi inclusive 
inferior ao do observado nos habitats em geral. 
 
Tabela 37. Concentração de nitratos na água dos habitats estudados, na ilha da Madeira (mg/l). 
Mês Habitats no geral Habitats L. truncatula 
 Min Máx Mediana Min Máx Mediana 
Julho 5,00 100,00 5,00 5,00 100,00 5,00 
Novembro 5,00 50,00 5,00 5,00 25,00 5,00 
 
À semelhança do que se observou nas amostras de água do continente, também 
na ilha da Madeira não foi encontrado nenhum dos metais pesquisados (cádmio, 
chumbo, cobre, níquel e zinco), assim como também não se encontraram vestígios de 
nitritos, amónio e cloro. Relativamente ao magnésio, também se verificou que os 
valores foram demasiado baixos (inferiores a 100 mg/l) pelo que não se puderam 
dosear. No entanto foi possível observar a presença de vestígios (pela cor da tira 
reactiva) de magnésio em 46 das 53 amostras.   
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4.2.2. Influência dos parâmetros físicos, físico-químicos e biológicos na 
densidade de L. truncatula na ilha da Madeira 
4.2.2.a. Parâmetros físicos 
Também na ilha da Madeira os parâmetros físicos dos habitats não parecem 
influenciar a densidade populacional de L. truncatula, exceptuando o tipo de vegetação 
aquática. A distribuição de L. truncatula não é independente do tipo de vegetação 
aquática (KW: p= 0.031) (Tabela 38). 








Quantidade de veget. na 
margem 
Substrato 
L. truncatula p 0.291 0.031* 0.721 0.526 0.05 
*significativo para p<0,05 
 
4.2.2.b. Parâmetros físico-químicos 
O único factor físico-químico que sugere ter influenciado a densidade 
populacional de L. truncatula foi a temperatura, verificando-se uma correlação positiva 
e significativa (ρ=0,315; p=0,022) (Tabela 39).  
Tabela 39. Teste de correlação de Spearman 




ρ 0.315 0.119 0.056 0.193 0.091 0.137 
p 0.022* 0.397 0.692 0.165 0.518 0.327 
        * significativo para p<0,05 
 
Relativamente à concentração de cálcio na água dos habitats, verifica-se que à 
medida que aumenta a concentração, também aumenta a densidade populacional de L. 
truncatula (Figura 44). No entanto, estatisticamente não é significativa (p>0,05). 
No que respeita aos nitratos, a distribuição de L. truncatula não é a mesma ao 
longo das várias classes de concentrações (KW: p=0,002) (tabela 40). A concentração 
que se mostrou mais favorável aos moluscos L. truncatula, situa-se entre 10,1e 25 mg/l 
(Figura 45).  
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Tabela 40. Teste de Kruskal-Wallis 
Parâmetro KW 




L. truncatula p 0,002* 0,213 0,286 0,298 




 4.2.2.c. Parâmetros biológicos 
No que respeita à relação entre as densidades de moluscos L. truncatula, com a 
de moluscos de outras espécies, observa-se uma correlação negativa, ainda que não seja 
estatisticamente significativa (Spearman: p>0,05), com as espécies P. acuta, Lymnaea 
sp, Helisoma sp e Ancylus sp. (Tabela 41).  
 
Tabela 41. Teste de correlação de Spearman 
Parâmetro  P. acuta Lymnaea sp Prosobronchiata Helisoma sp Ancylus 
L. truncatula 
ρ -0.066 -0.220 0.257 -0.243 -0.127 
P 0.637 0.114 0.063 0.080 0.366 




Figura 44. Variação dos moluscos L. 
truncatula colhidos em relação à concentração 
de cálcio  
Figura 45. Variação dos moluscos L. 
truncatula colhidos em relação à concentração 
de nitratos  
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4.3. Presença de F. hepatica 
4.3.1. Pesquisa da eliminação de cercárias 
Não se observou eliminação de qualquer tipo de cercárias, pelos moluscos. 
4.3.2. Pesquisa de DNA de F. hepatica nos moluscos   
Relativamente aos moluscos L. truncatula, não se observou amplificação de 
DNA de F. hepatica em nenhuma das amostras estudadas. Quanto aos moluscos 
Lymnaea sp, obteve-se uma banda de 500 pb, comum às 3 amostras estudadas. As 
bandas obtidas apresentaram um peso molecular um pouco superior à do controlo 
positivo (F. hepatica) (Figura 46).A sequenciação deste fragmento de DNA encontra-se 
em curso.    
 
Figura 46. Fragmento de DNA amplificado, na pesquisa de F. hepatica, nos moluscos Lymnaea sp. 
A1,A2,A3 – amostras de moluscos Lymnaea sp, cn – controlo negativo; cp – controlo positivo M – 
marcador de peso molecular.   
4.4. Pesquisa de ovos de F. hepatica nas fezes de animais 
Foram colhidas e analisadas 20 amostras de fezes de animais, que se 
encontravam junto às colecções de água. Assim, 18 amostras foram colhidas na Tapada 
Nacional de Mafra (Distrito de Lisboa) e 2 amostras colhidas junto ao curso de água 
estudado em Mourão (distrito de Évora). Todas as amostras se revelaram negativas. 
 
4.5. Pesquisa de parasitas adultos F. hepatica em fígados de 
animais 
 Ao todo foram analisados 5 fígados de animais provenientes da Tapada 
Nacional de Mafra. Dos 3 fígados de gamo (Dama dama), apenas 1 se encontrava 
parasitado, onde foi encontrado 1 parasita F. hepatica. Após pesquisa nos 2 fígados de 
javali (Sus scrofa) não se encontrou qualquer parasita.  
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5. Discussão 
os últimos anos tem-se assistido à emergência da fasciolose em vários países 
da América latina, Europa, Africa e Asia. Sendo este facto considerado 
relacionado com as alterações climáticas. Efectivamente, os moluscos e 
estados larvares do parasita apresentam uma elevada dependência das características 
ambientais e climáticas (Bargues et al., 2011a). 
A diversidade de factores com influência directa sobre os habitats dos moluscos 
L. truncatula, faz da sua caracterização, uma tarefa bastante complexa. O carácter 
anfíbio desta espécie de moluscos e a capacidade de sobrevivência e adaptação às mais 
variadas condições ambientais, são factores determinantes, que se encontram na base 
dessa complexidade. Por outro lado, as alterações climáticas que se têm acentuado, as 
inconstâncias que se têm verificado ao nível da temperatura e precipitação ao longo do 
ano, e inclusive ao longo dos anos. Por alterações climáticas entende-se, segundo o 
IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change), uma “variação estatisticamente 
significativa da média e/ou da variabilidade das variáveis que definem o clima e que 
persiste durante um período longo, tipicamente da ordem de décadas ou maior, sem 
identificar especificamente a causa daquela alteração”. Estas causas, de acordo com 
(Santos & Miranda, 2006), podem ser naturais, antropogénicas ou resultar da 
conjugação das duas. 
Durante os últimos anos tem-se verificado na Europa, que os fenómenos 
meteorológicos extremos (cheias, tempestades, secas, ondas de calor) duplicaram. Estes 
fenómenos têm impacte na saúde, nomeadamente nas doenças transmitidas por vectores 
(Santos & Miranda, 2006), ou no caso da fasciolose, por hospedeiros intermediários, 
moluscos L. truncatula, que apresentam uma relação estreita com o ambiente (Mas-
Coma et al., 2009, Fuentes et al., 1999). 
O número de moluscos L. truncatula colhido, apresentou algumas variações ao 
longo de cada ano e dos dois anos estudados. Comparando o número de moluscos 
colhidos em cada ano, podemos verificar que o período em que se colheu maior número 
de moluscos foi sempre no mês de Março, embora no ano de 2007, esse número seja 
muito superior. Relativamente ao número de moluscos colhidos no distrito de Coimbra, 
este foi condicionado principalmente por dois locais estudados, que foram o ribeiro de 
Soure e um “Pequeno caudal de água” (PCA) no Vale do Mondego. Relativamente ao 
N
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ribeiro de Soure, no ano de 2007 manteve um elevado número de moluscos L. 
truncatula durante praticamente todo o ano. Relativamente ao “Pequeno caudal de 
água” (PCA) no Vale do Mondego, este manteve sempre água durante o ano de 2006. 
No entanto, em Maio de 2007 o curso de água foi, provavelmente, desviado para outro 
local, deixando de ter água no local estudado. Nesse mês ainda se colheram moluscos 
que se encontravam na lama húmida, mas esta acabou por secar completamente, e 
deixou de ser habitat de moluscos. 
Na Tapada Nacional de Mafra (Distrito de Lisboa), contrariamente ao que se 
tinha verificado no ano de 2007, o número de moluscos L. truncatula colhido foi muito 
superior ao do ano de 2006. A densidade de moluscos nos meses de Março e Maio foi 
muito elevada, já que depois desse período, as colecções de água secaram, mantendo-se 
assim, sem água, até final do estudo. 
No distrito de Évora, a presença ou ausência de moluscos L. truncatula está 
claramente dependente da presença ou ausência de água nas colecções de água, já que 
em 8 habitats, 7 eram de carácter “Temporário”.  
No geral dos 4 distritos estudados, é possível observar alguma tendência cíclica 
da prevalência de L. truncatula ao longo do ano. Apesar disso observam-se ainda 
algumas flutuações que parecem estar exclusivamente relacionadas com as condições 
do próprio habitat, como o que se verifica ao aproximarem-se os meses de Verão, onde 
alguns habitats de carácter temporário, vão secando completamente, levando ao 
desaparecimento dos moluscos. Devido à sua capacidade de estivação, e, após 
restabelecimento das condições favoráveis, voltam a repovoar o habitat (Xavier et al., 
1965, Mendonça & Barata, 1992). Esta característica foi igualmente observada noutras 
regiões do globo, com outras espécies de Lymnaea (Canete et al., 2004). 
Como já foi referido anteriormente, a capacidade anfíbia destes moluscos, está 
bem patente no carácter dos habitats onde se colheram moluscos L. truncatula.  
Dos 31 habitats com L. truncatula, 80,6% (25) eram de carácter “Temporário”. 
Sendo estes na sua maioria do tipo “Ribeiro” (54,8%) e “Pequeno caudal de água” 
(PCA) (25,8%) estando portanto muito dependentes da água das chuvas, chegando 
mesmo a secar totalmente no final da Primavera e início do Verão.  
Em Portugal, cerca de 42% da precipitação anual ocorre no Inverno, 6% no 
Verão. Os restantes 52% ocorrem nas estações intermédias, como o Outono e 
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Primavera. No entanto, a distribuição inter-anual é muito variável. Temos como 
exemplo o Inverno do ano 2000, que foi o 3º mais chuvoso dos últimos 30 anos, 
enquanto o ano de 2001, foi o 5º mais seco dos mesmos 30 anos (Santos & Miranda, 
2006).    
A temperatura do ar é outro dos factores com influência directa nos habitats dos 
moluscos. Além de condicionar a temperatura da água dos habitats, tem influência na 
evaporação da mesma. Este é um parâmetro que tem vindo a alterar-se ao longo dos 
anos. Desde o início do século XX, a temperatura global sofreu um aumento de 0,6ºC, 
sendo que 0,4ºC aumentaram desde a década de 70. Nos últimos anos, tem-se observado 
uma tendência de aumento da temperatura mínima superior ao da temperatura máxima, 
resultando numa diminuição da amplitude térmica (Santos and Miranda, 2006). O 
aquecimento global parece ser um dos factores que pode condicionar a distribuição 
geográfica de muitas espécies de tremátodes, devido à presença ou ausência dos seus 
hospedeiros intermediários, e até pelo estabelecimento de condições favoráveis à 
infecção dos mesmos (Mas-Coma et al., 2008). 
A temperatura mínima dos habitats com L. truncatula foi de 8ºC e observou-se 
no distrito de Leiria, enquanto a temperatura máxima foi de 31,6ºC, também no Distrito 
de Leiria. 
Em Portugal, o efeito da temperatura, parece ser um factor menos limitante, para 
a distribuição de L. truncatula e consequentemente para a disseminação da fasciolose, 
do que nos países do norte da Europa. Apesar dos verões serem geralmente secos, os 
invernos são húmidos, permitindo o repovoamento dos moluscos (Ollerenshaw & 
Smith, 1969). Segundo (Abrous et al., 1999), a temperatura tem influencia directa na 
ecologia do molusco, e no caso de infecção por tremátodes, influencia indirectamente o 
desenvolvimento larvar dentro do molusco. O intervalo de 8ºC-31,6ºC é mais amplo do 
que o descrito por outros autores para os habitats de L. truncatula (Grácio, 1983, 
Grácio, 1985, Euzeby, 1970), mas enquadrado com valores obtidos noutros estudos com 
outras espécies de Lymnaea (Aziz & Raut, 1996). No entanto, este parâmetro está muito 
dependente da hora da colheita dos moluscos e respectivamente do registo da 
temperatura, dado que a temperatura do ar oscila durante o dia, condicionando a 
temperatura da água. 
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A maioria dos habitats de L. truncatula (90,3%) apresentaram exposição solar 
“Total”, o que está de acordo com a literatura. Este facto deve-se à necessidade da luz 
solar para o desenvolvimento de algas clorofíceas, a sua principal fonte de alimentação 
(Paraense, 1983, Euzeby, 1970).    
A vegetação na água era preferencialmente “Leve” (74,2%), tal como o descrito 
por Mendonça (1992a). Nos distritos de Lisboa, Leiria e Évora estes valores estiveram 
entre os 75% (Lisboa e Évora) e os 80% (Leiria), à excepção do distrito de Coimbra, em 
que a percentagem foi apenas de 55,6%. Isto deve-se, essencialmente, à presença de L. 
truncatula em “Campo de cultivo de arroz” (CCA) e a forma como é feita a cultura, do 
arroz, com vegetação densa, já que esta é, praticamente, a única espécie de planta no 
habitat. A distribuição do número de moluscos L. truncatula colhidos não foi a mesma 
nas 3 categorias definidas para o carácter da vegetação (KW: p<0.05) 
Exceptuando o distrito de Lisboa, em que o tipo de vegetação aquática era 
maioritariamente “Emergente, Flutuante e Imersa” (EMG+FLUT+IMS) (75%), nos 
outros distritos predominou a vegetação do tipo “Emergente e Imersa” (EMG+IMS). 
Não seria de esperar vegetação “Flutuante” nos habitats de L. truncatula, dado que 
impede a passagem da luz solar. Na verdade, e apesar da existência deste tipo de 
vegetação, este não parece ser um factor limitativo, uma vez que nos habitats em que 
havia vegetação (75%) esta era de carácter “Leve”. Por outro lado, a profundidade do 
curso de água era muito baixa, máximo de 10 cm, fazendo com que os moluscos se 
encontrassem aderentes à vegetação flutuante ou no substrato. 
Relativamente ao substrato, “Matéria em decomposição e Argila” 
(MDEC+ARG) foi o mais frequentemente encontrado, tal como o descrito por 
(Paraense, 1983), para outras espécies lymnaeidicas. 
A maioria dos habitats onde se colheram moluscos L. truncatula, apresentavam 
água “Límpida”, “Incolor” e “Inodora”, o que está de acordo com o descrito por Grácio 
em 1985.  
Em relação à presença ou não de agriões, a usual fonte de contaminação 
humana, apenas se observou em 9,7% dos habitats. 
Não se verificou eliminação de cercárias por parte dos moluscos colhidos, no 
entanto isto não significa que não estivessem infectados, sobretudo porque se verificou 
a presença de um fragmento de DNA amplificado (comum às três amostras), através da 
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PCR. Vários factores podem estar na origem deste achado. Pode ter acontecido que a 
infecção estivesse na fase pré-patente, não havendo, portanto, eliminação de cercarias. 
Por outro lado, a eliminação de cercarias não é um processo contínuo, e inclusive nem 
todos os miracídios se desenvolvem em cercárias, ficando muitos deles sob a forma de 
rédias ou outras fases larvares, nos tecidos dos moluscos (Abrous et al., 2000). Assim, é 
possível detectar DNA do parasita no molusco, sem que se observe eliminação de 
cercárias. 
Os moluscos L. truncatula podem habitar águas com intervalo de valores de 
dureza, bastante amplo (Manga-Gonzalez et al., 1991). Segundo (Abílio & Watanabe, 
1998), os moluscos lymnaeídicos apresentam preferência por águas duras, com valores 
de dureza na ordem dos 300mg/l. No entanto isto pode ser um pouco controverso, pois 
(Mendonça, 1992b), em estudos realizados na ilha de S. Miguel, no arquipélago dos 
Açores, verificou que a maior frequência de L. truncatula ocorria em águas cuja dureza, 
nomeadamente a dureza de carbonatos, era relativamente baixa (entre 24,9 e 115,7 
mg/l). O intervalo dos valores obtidos no nosso estudo para a dureza total, em habitats 
com moluscos L. truncatula, situou-se entre os 0 e os 445mg/l de óxido de cálcio, com 
uma mediana entre 89 e 178mg/l. Os distritos de Lisboa e Leiria foram aqueles que 
apresentaram medianas mais elevadas, na classe entre 178,1 e 267mg/l. No geral, 
concentração que parece mais favorável ao desenvolvimentos dos moluscos L. 
truncatula, situou-se na classe entre 178,1e 267 mg/l (KW: p<0,05) 
Relativamente à dureza carbonatada, foram colhidos gastrópodes L. truncatula 
em habitats com concentrações que oscilaram entre 0 e 213,6mg/l de CaCo3, com uma 
mediana entre 142,4 e 178mg/l. À semelhança do que se verificou com a dureza total, 
os distritos de Lisboa e Leiria foram os que registaram medianas mais elevadas.   
Quanto aos sulfatos, observaram-se valores até 400 mg/l SO4
2-, com uma 
mediana entre 0 e 200 mg/l. Comparativamente ao observado por Ferreira et al. (2004), 
alguns valores obtidos por nós são muito superiores. No entanto, 300 mg/l parece ser a 
concentração até à qual os moluscos L. truncatula apresentam uma boa tolerância, já 
que a partir desse valor o número de moluscos tende a diminuir. Como foi referido 
anteriormente, a maioria dos habitats são de carácter temporário, muitos deles 
dependentes da água da chuva e do escorrimento dessa mesma água, formando assim a 
colecção de água. Assim, e uma vez que estes valores elevados se registaram no distrito 
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de Évora, em áreas de forte actividade agrícola, pensa-se que esses valores obtidos 
possam resultar do acumular de substâncias, possivelmente derivadas dessa mesma 
actividade, como fertilizantes e pesticidas (Arner et al., 2009). 
Os nitratos apresentaram valores distribuídos pelas várias classes consideradas, 
no entanto a mediana encontrou-se na classe mais baixa, entre 0 e 5 mg/l. Os valores 
mais elevados registaram-se no distrito de Leiria. No total, os valores não ultrapassaram 
os 100 mg/l em nenhuma fase do estudo. Apesar de não se encontrar um valor 
estatisticamente significativo para a correlação entre a quantidade de moluscos L. 
truncatula colhidos e a concentração de nitratos nos habitats, verifica-se uma correlação 
negativa com um valor de p, próximo de 0,05 (ρ= -0,150/p=0,066). A concentração 
mais favorável para os moluscos L. truncatula parece ser, entre 10,1 e 25mg/l. A partir 
desse valor, à medida que a concentração de nitratos aumenta, o número de moluscos 
tem tendência a diminuir (Figura 37).  
O teor de nitratos é um parâmetro importante a estudar, assim como o cloro e a 
amónia. Sabe-se que valores muito elevados destas substâncias são prejudiciais ao 
desenvolvimento dos moluscos lymnaeídicos, provocando malformações das formas 
embrionárias e posteriormente a morte (Arner et al., 2009).  
Segundo (Euzeby, 1970), valores de cloro superiores a 50 mg/ impossibilitam a 
sobrevivência de L. truncatula. A amónia é uma das substâncias que entra em alguns 
compostos com actividade moluscicida (Vasileva, 1960, Morley, 2010 ). Não foram 
doseadas quaisquer concentrações de amónia nem de cloro na água dos habitats 
estudados. 
O cálcio é um elemento fundamental na constituição da concha dos moluscos, 
ligado ao ião carbonato (Marxen & Becker, 2000, Malek & Cheng, 1974, Euzeby, 1970, 
Mendonça, 1992b). Relativamente resultados obtidos com este parâmetro, parece 
verificar-se um aumento da concentração, à medida que os habitats vão diminuindo o 
caudal. Os valores variaram entre os 0 e os 100 mg/l, sendo que a mediana se situou 
entre os 10 e os 25mg/l. Não se observou qualquer significado estatístico entre os 
valores de cálcio obtidos e o número de moluscos colhidos ao longo do estudo. No 
entanto, o número de moluscos parece aumentar até valores de cálcio na ordem dos 
25,1/50mg/l, depois disso começaram a decrescer (Figura 39). 
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O pH apresentou algumas variações ao longo do estudo, com valores desde 6,1 
até 9,15, amplitude obtida no distrito de Coimbra. O valor da mediana foi de 7,37.Estes 
valores enquadram-se nos descritos por Ferreira et al. (2004). A menor amplitude 
verificou-se na Tapada Nacional de Mafra (distrito de Lisboa): variando entre 6,68 e 
7,88. Valores estes um pouco inferiores aos observados por (Barata, 1987 (1989)): 
4,5/8, em estudos efectuados no mesmo local. 
Não foi detectada a presença de metais pesados como: cobre, chumbo, cádmio, 
níquel e zinco. 
Comparando este estudo com outro efectuado por Rombert e Grácio, 1984, 
podemos verificar que o número de habitats de L. truncatula (18 em Coimbra; 17 em 
Évora e 25 em Leiria) diminuiu bastante (9 em Coimbra; 8 em Évora e 10 em Leiria). 
Muitos podem ser os factores que têm contribuído para esta diminuição. No entanto, a 
construção tem aumentado muito nos últimos anos, diminuindo a área de pastagem, por 
conseguinte, diminuindo os habitats dos moluscos. Além do mais, muitos habitats 
podem não ter sido detectados devido a inacessibilidade. Muitas colecções de água, 
possíveis biótopos de L. truncatula assim como de outros moluscos, localizam-se dentro 
de propriedades privadas e vedadas não nos sendo possível ter acesso a elas.      
Além de L. truncatula, foram colhidos moluscos de outras espécies nos habitats 
estudados, ao longo dos dois anos de estudo. Assim, colheram-se exemplares 
pertencentes às espécies L. peregra, P. acuta, Ancylus sp, P. metidjensis, B. tentaculata, 
e outros moluscos da sub-classe Prosobranchiata. A quantidade de moluscos das 
espécies L. peregra, P. metidjensis e da subclasse Prosobranchiata, evidenciam uma 
influência negativa no número de moluscos L. truncatula nos habitats estudados (ρ= -
0,288; -0,194; -0,150 respectivamente; p<0,05). Este facto pode ser explicado pela 
competição entre as várias espécies dentro do habitat. A competição biológica entre 
moluscos, quer pelo alimento, quer pelo carácter invasivo é um assunto amplamente 
descrito ao longo do tempo (Barbosa et al., 1983, Fernandez et al., 2001, Amarista et 
al., 2001, Riley et al., 2008, Giovanelli et al., 2002, Brönmark et al., 1991). 
Relativamente à ilha da Madeira, encontraram-se condições completamente 
diferentes do continente.  
Detentora de uma orografia bastante acidentada, com altitudes oscilando entre o 
nível do mar e os 1.862 m (Pico Ruivo) / 1.818 m (Pico do Areeiro), a ilha possui 
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diversos micro-climas devidos ao relevo, assim como à exposição aos ventos 
predominantes. A amplitude térmica é baixa, com poucas variações durante todo o ano 
mantendo-se o clima ameno com temperaturas médias a rondar os 22ºC (máxima) e os 
16ºC (mínima). A temperatura da água do mar, devido à influência da corrente quente 
do Golfo, mantém-se nos 22ºC no Verão, arrefecendo gradualmente até atingir os 17ºC 
no fim do Inverno. 
O clima e o exotismo da vegetação, fazem da ilha um ponto de atracção para o 
turismo, principal actividade da região (Madeira, 2012). 
A grande quantidade e a variedade de colecções de água é uma constante ao 
longo da ilha (França & Almeida, 2003), O que faz com que se formem vários 
“Escorrimentos de encosta” (EENC) ao longo da ilha. Este foi o tipo de colecções de 
água predominante na ilha (69,4%). Outro tipo de colecções de água predominante na 
ilha da Madeira são as “Levadas”, que se situam à volta da montanha, construídas com 
o objectivo de levar água desde as encostas a norte até aos terrenos agrícolas da costa 
sul. Segundo (Mendonça, 1992a), em estudos efectuados na ilha de S. Miguel, nos 
Açores, neste tipo de colecções de água, com velocidade moderada da água, os 
moluscos localizam-se habitualmente um pouco acima do caudal de água, entre 3 e 5 
cm. No entanto devido ao caudal e velocidade excessiva da água, observados nas 
levadas da ilha da Madeira, não se encontraram moluscos, pelo que se optou não os 
incluir no estudo. Pensamos que a falta de estabilidade possa estar na origem da 
ausência dos moluscos. É, no entanto, possível que existam pontos específicos destes 
cursos de água em que o caudal seja inferior, mas isso implicaria um estudo mais 
alargado, em locais que nos foram inacessíveis.  
Ao contrário do verificou no continente, as colecções de água onde se colheram 
moluscos L. truncatula, eram quase todos de carácter “Permanente” (97,2%). As 
colecções de água apresentaram um substrato composto por “Rochas, Argila e Matéria 
em decomposição” (ROC+ARG+MDEC), com vegetação “Leve” do tipo “Emergente”, 
e com “Pouca” vegetação na margem. A água era “Incolor” e “Inodora”, e apresentava 
“Fraca” exposição à luz solar. Relativamente aos locais preferenciais dos moluscos no 
seu habitat, não se observaram alterações relativamente ao encontrado no continente: 
fixos à vegetação presente no curso de água, na lama adjacente às mesmas e/ou até 
mesmo dentro da colecção de água.    
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À semelhança do encontrado no continente, colheram-se, além de L. truncatula, 
P. acuta, Ancylus sp, Helisoma sp, outra espécie de moluscos operculados da sub-classe 
Prosobranchiata e outra espécie de Lymnaea, que denominámos por Lymnaea sp. Esta 
espécie encontra-se descrita detalhadamente no capítulo III.  
Relativamente aos registos efectuados no local, na água, os habitats 
apresentavam valores de pH entre 6,35/8,3 e temperatura entre 14,4ºC/27,2ºC. Estas 
diferenças de temperatura observaram-se em períodos diferentes de colheita, no entanto 
é possível observar diferenças semelhantes no mesmo período de colheita, devido aos 
vários microclimas já descritos. De Julho para Novembro verificou-se uma diminuição 
das temperaturas máximas, mas as mínimas mantiveram-se (valor mínimo 14,4ºC). 
Apesar de se terem estudado colecções de água com temperaturas na ordem dos 
10ºC/10,7ºC (no Ribeiro Frio e Pico do Areeiro), não se colheram moluscos abaixo dos 
14,4ºC. Este parâmetro foi o único que apresentou resultados estatisticamente 
significativos (Spearman: p<0,05), demonstrando que à medida que a temperatura 
aumenta, aumenta o número de moluscos L. truncatula.   
A “dureza total” (DT) da água dos habitats não apresentou variações nos 
extremos (máximo e mínimo) entre Julho e Novembro. Os valores situaram-se entre 0 e 
178mg/, com uma mediana entre 53 e 89 mg/l. Estes valores foram bastante inferiores 
aos observados no continente, 0,00/445 mg/l com uma mediana entre 89/178 mg/l. 
Relativamente à “dureza carbonatada” (DC), Os valores foram também 
inferiores aos observados no continente. O valor máximo encontrado nos habitats onde 
se colheram L. truncatula estava entre 71,3 e 142,4 mg/l, com mediana entre 0,1 e 71,2 
mg/l, enquanto no continente esteve entre 178 e 213,6 mg/l com mediana entre 142,4 e 
178 mg/l.  
A concentração de nitratos apresentou um decréscimo do primeiro para o 
segundo período estudado, com resultados semelhantes aos observados no continente. 
No segundo período não se encontraram moluscos L. truncatula em habitats com 
concentrações de nitratos acima dos 25mg/l. Os valores da mediana situaram-se sempre 
abaixo dos 5 mg/l.   
Relativamente ao cálcio, os valores foram semelhantes em Julho e Setembro, 
com medianas idênticas. Comparativamente aos resultados obtidos nos 5 distritos 
estudados no continente, e onde se colheram moluscos L. truncatula, as concentrações 
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de cálcio foram inferiores. Como a concentração de cálcio variou entre 0 e 25 mg/l não 
foi possível saber como seria a densidade populacional desta espécie de moluscos, com 
concentrações superiores, já que parece que o nº de moluscos tende a aumentar com o 
aumento da concentração de cálcio (Figura 44). Esta tendência é semelhante à 
observada nos habitats estudados no continente. No entanto, no continente esta 
tendência foi observada até concentrações de cálcio na ordem dos 25,1/50 mg/l, depois 
disso o número de moluscos diminuiu.   
Praticamente todos doseamentos efectuados na ilha da Madeira apresentaram 
valores inferiores aos observados no continente, sem grandes oscilações entre os dois 
períodos estudados. O que se observou no continente é que alguns parâmetros foram 
alterando, ao longo do tempo, assim como os caudais das colecções de água também 
iam sofrendo alterações, acabando por secar. Na ilha da Madeira isso não se verificou. 
Pensamos que o facto de os habitats serem quase todos de carácter “Permanente”, o 
fluxo contínuo de água possa contribuir para a manutenção das características da água. 
São sim, na sua maioria águas com menos grau de dureza quer total quer de carbonatos 
apresentando valores de nitratos e cálcio inferiores aos das regiões do continente 
estudadas.  
O facto de não se encontrarem diferenças estatisticamente significativas entre o 
número de moluscos colhidos e grande parte dos parâmetros físico-químicos estudados 
encontra-se de acordo com o descrito por Moens (1981), evidenciando a capacidade que 
esta espécie de moluscos possui, de tolerar um espectro bastante amplo destes 
parâmetros. 
À semelhança do verificado no continente, também na ilha da Madeira se 
observa uma correlação negativa entre o número de moluscos L. truncatula colhidos e o 
número de moluscos de outras espécies presentes, nomeadamente P. acuta e Lymnaea 
sp (ρ= -0,066 e ρ= -0,220 respectivamente), sugerindo uma competição ente as espécies 
de moluscos. No entanto, neste caso os resultados não foram estatisticamente 
significativos (p>0,05). 
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6. Conclusões 
s resultados obtidos neste estudo, fornecem-nos uma boa indicação 
relativamente às preferências ecológicas de L. truncatula, sobre a forma 
como a variação ao longo do tempo, dos vários factores, quer físicos, físico-
químicos e biológicos, que podem influenciar ou não densidade populacional de L. 
truncatula. No entanto, uma vez que a escolha dos locais estudados foi feita por 
conveniência, não podemos inferir sobre o que pode ou não estar na origem da presença 
ou ausência dos moluscos L. truncatula, nem permite a criação de modelos matemáticos 
preditivos.  
   Pensamos que a escolha de métodos semi-quantitativos é demasiado redutora 
para este tipo de estudos, dado que a amplitude das classes é demasiado elevada, não 
detectando assim variações mais pequenas. Esta pode também ser uma razão para a falta 
de significância estatística observada em alguns casos.       
Com base nos dados obtidos, não nos parece que a evolução ou alteração dos 
parâmetros estudados tenha influência directa sobre o maior ou menor número de 
moluscos colhidos ao longo dos dois anos de estudo. Talvez possa haver diferença, na 
comparação com as colecções de água que não constituem sequer habitat, ou seja, em 
que não existam moluscos. Para isso teriam que se escolher habitats de forma aleatória 
numa dada região e segui-los durante um período de tempo como neste estudo, com um 
menor intervalo de tempo para tentar perceber a diferença entre eles e os estudados, 
onde se encontraram moluscos.   
As flutuações sazonais observadas no número de moluscos colhidos, podem ser 
explicadas pelas alterações da temperatura do ar, levando à seca dos habitats, com 
redução das condições favoráveis ao desenvolvimento do molusco, condicionando a 
presença ou ausência dos moluscos (Radev et al., 2004). O aumento da temperatura da 
água, fenómeno que está dependente da temperatura do ar, pode condicionar o número 
de moluscos colhidos, uma vez que a este aumento corresponde uma tendência para a 
evaporação da água e consequentemente o desaparecimento dos moluscos.   
Relativamente aos habitats estudados no continente, podemos concluir que os 
habitats onde se encontraram moluscos L. truncatula foram predominantemente: tipo 
“Ribeiro” de carácter “Temporário”, com “Pouca” vegetação na margem, vegetação 
“Leve” nas colecções de água e do tipo “Emergente e Imersa”, com substrato composto 
O
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por “Argila e Matéria em decomposição” e com água “Límpida”, “Incolor” e “Inodora”. 
Quanto à densidade populacional de L. truncatula parece ser:  
a) Influenciada pelo carácter da vegetação presente na água dos habitats, 
havendo uma preferência pela vegetação “Leve”; 
b) Afectada negativamente pela concentração de nitratos, diminuindo à medida 
que os valores de nitratos aumentam; 
c) Influenciada pelas concentrações de sulfatos e de dureza total na água, com 
os valores preferenciais entre 200,1 e 300 mg/l e entre 178,1/267 mg/l 
respectivamente; 
d) Influenciada positivamente pela concentração de cálcio na água até valores 
na ordem dos 25,1/50 mg/l. Concentrações superiores parecem ser 
prejudiciais ao desenvolvimento dos moluscos; 
e) Afectada negativamente por outras espécies de moluscos presentes, como P. 
metidjensis, L. peregra e moluscos da subclasse Prosobronchiata.   
No caso da ilha da Madeira, podemos concluir que os habitats onde se 
encontraram moluscos L. truncatula foram predominantemente: tipo “Escorrimento de 
encosta” de carácter “Permanente”, com “Fraca” exposição solar, com “Pouca” 
vegetação na margem, vegetação “Leve” nas colecções de água e do tipo “Emergente”, 
com substrato composto por “Rocha, Argila e Matéria em decomposição” e com água 
“Límpida”, “Incolor” e “Inodora”. A densidade populacional de L. truncatula parece 
ser:  
a) Influenciada pelo tipo da vegetação presente na água dos habitats; 
b) Condicionada pela temperatura da água, não se encontrando moluscos em 
temperaturas abaixo dos 14,4ºC; 
c) Afectada negativamente pela concentração de nitratos na água, diminuindo à 
medida que os valores de nitratos aumentam; 
d) Favorecida com o aumento das concentrações de cálcio na água. 
 
Não se observou eliminação de cercarias de F. hepatica, nem de qualquer outro 
trematode por parte dos moluscos colhido quer no continente quer na ilha da Madeira. A 
pesquisa de DNA de F. hepatica, por PCR, nos moluscos L. truncatula revelou-se 
negativa. Quanto aos moluscos Lymnaea sp, obteve-se amplificação de um fragmento 
de DNA, comum às 3 amostras estudadas, cuja sequenciação se encontra em curso. 
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A análise de fezes de animais, presentes junto às colecções de água, foi negativa 
em todas as amostras. 
Foi encontrado um parasita F. hepatica no fígado de um gamo da Tapada 
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1. Introdução 
1.1. Considerações gerais 
lguns problemas taxonómicos surgiram pelo facto de existirem algumas 
espécies morfologicamente muito semelhantes a L. truncatula. Por exemplo, 
as diferenças morfológicas observadas em espécies muito próximas de L. 
truncatula, como é o caso de L. humilis Say, 1822 na América do Norte, assim como de 
L.cubensis nas Américas do Norte e Central e no Caribe, não permitem uma clara 
distinção e consequentemente um agrupamento sistemático correcto (Jabbour-Zahab et 
al., 1997). A variação intraespecífica da morfologia da concha é bastante marcada 
dentro dos moluscos lymnaeídicos, embora já tenha sido demonstrada uma associação 
genética com essa variação. No continente Americano, os problemas na classificação 
estão relacionados com o grupo Galba/Fossaria e com várias espécies muito 
semelhantes, por vezes indiferenciáveis como é o caso de L. cubensis, G. truncatula e L. 
cousini (Bargues et al., 2011c). O recurso a técnicas moleculares veio complementar os 
dados existentes, trazendo novas informações, e inclusive, sugerindo alterações à 
classificação já existente (Jabbour-Zahab et al., 1997). O facto de os Lymnaeidae 
estarem associados à epidemiologia e controlo da fasciolose, levou à necessidade de 
procurar novas técnicas que facilitassem a classificação de espécies, caracterização 
genética de populações naturais e de outras mantidas em laboratório e assim esclarecer a 
sistemática e taxonomia dos gastrópodes deste género. Assim, os marcadores 
moleculares de DNA nuclear ribossomal (rDNA) e DNA mitocondrial (mtDNA) são 
importantes para este tipo de estudos nos invertebrados (Bargues et al., 2011c).       
 
1.2. Amplificação e sequenciação de DNA 
1.2.1. Amplificação e sequenciação do gene ribossomal 18S  
As moléculas de rRNA são bons marcadores moleculares, pois, através da sua 
análise é possível observar os padrões de alteração das sequências nucleotídicas 
(Wheeler & Honeycutt, 1988). Estas moléculas apresentam diferentes taxas de 
evolução, sendo bastante usadas em estudos filogenéticos.  
O gene 18S, também denominado de pequena subunidade do RNA ribossomal 
(rRNA) (Figura47), tem a particularidade de evoluir mais lentamente do que o 28S 
A
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rRNA, sendo por isso mais frequentemente usado em filogenia. Segundo Bargues & 
Mas-Coma (1997) a sequência da sub-unidade 18S rRNA é um excelente marcador para 
distinção entres espécies dentro do género Lymnaea. 
      
 
Figura 47. Esquema do gene rRNA ( rDNA). NTS: espaçador não transcrito; TIS: local de iniciação da 




1.2.2. Amplificação e sequenciação da região ITS-2 do rDNA  
 
Os espaçadores internos transcritos (ITS) do rDNA, ITS-1 e ITS-2 (Figura 47), 
mas principalmente o ITS-2, têm-se mostrado bons marcadores no estudo das relações 
específicas, supra-específicas e populacionais entre os moluscos do género Lymnaea 
(Bargues and Mas-Coma, 2005, Bargues et al., 2011c). Em trabalhos efectuados com 
várias populações Europeias e Americanas de Lymnaea verificou-se que algumas 
pertencentes a espécies diferentes apresentavam sequências nucleotídicas idênticas, 
enquanto outras da mesma espécie apresentaram sequências diferentes (Bargues & Mas-
Coma, 2005). Trata-se de um marcador amplamente utilizado não apenas em taxonomia 
(Almeyda-Artigas et al., 2000, Prasad et al., 2011, Morgan-Ryan et al., 2002, Chen et 
al., 2000) mas também em filogenia de outras espécies de moluscos de água doce 
(Morgan et al., 2002) assim como de plantas (Baldwin, 1992), de artrópodes (Wilkerson 
et al., 2004), nemátodes (Spiridonov et al., 2004), cestodes (Logan et al., 2004), 







ITS -1 ITS-2 NTSNTS
ETS
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1.3. PCR-RFLP – Restriction Fragment Length Polymorphism 
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length 
Polymorphism), é uma técnica que explora variações em sequências homólogas de 
DNA. Na análise de RFLP, a amostra de DNA é quebrado em fragmentos (digerida) 
pelas enzimas de restrição e os fragmentos de restrição resultantes são separados, de 
acordo com os seus comprimentos, em electroforese. Dado que as enzimas de restrição 
(específicas) vão reconhecer zonas específicas da cadeia nucleotídica, em caso de 
alterações na própria cadeia, irá dar origem a fragmentos de diferentes tamanhos 
pertencentes à mesma região do genoma (Caldeira et al., 1998).   
Trata-se técnica robusta e rápida tendo-se mostrado uma “ferramenta” 
importante em estudos de identificação de várias espécies de moluscos dos géneros 
Lymnaea (Carvalho et al., 2004), Biomphalaria (Vidigal et al., 2000, Caldeira et al., 
2000, Carvalho et al., 2001) e Bulinus (Rollinson et al., 1998) assim como de outros 
organismos, nomeadamente helmintas (Utuk et al., 2008, Caldeira et al., 2003, Barber 
et al., 2000), protozoários (Yi et al., 2009) e artrópodes (Van Bortel et al., 2002). Além 
dos bons resultados que permite obter, fornece perfis relativamente simples de analisar.    
 
1.4. RAPD-PCR  – “Random Amplified Polymorphic DNA” 
A análise de polimorfismos – Random amplified polimorphic DNA (RAPD-
PCR) veio permitir a análise de determinadas regiões polimórficas do DNA sem 
conhecer previamente o gene ou a sequência genómica, pelo que constitui uma mais 
valia na distinção entre as várias populações ou espécies (Spada et al., 2002). É uma 
ferramenta importante para estudos de polimorfismos de DNA (Calienes et al., 2004). 
Ao contrário da análise tradicional PCR, RAPD-PCR não requer qualquer 
conhecimento específico da sequência do DNA do organismo-alvo: as SeqIn idênticos 
vão ou não amplificar um segmento de DNA, de acordo com as posições que são 
complementares à sequência (Williams et al., 1990, Wang et al., 1993). 
Trata-se de uma técnica muito eficiente e sensível para detectar marcadores 
genéticos, constituindo uma “ferramenta” muito atractiva para estudos de variabilidade 
genética em populações de diferentes grupos de organismos (Vargas et al., 2003), 
incluindo gastrópodes de água doce (Calienes et al., 2004).   
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Este tipo de análise tem sido usado em estudos de variabilidade genética entre 
populações de L. columella (Cardoso et al., 2006), B. glabrata (Oliveira et al., 2010) do 
Brasil e Bulinus africanus (Stothard et al., 1997, Raahauge & Kristensen, 2000). 
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2. Objectivos  
• Determinar a variabilidade genética dos moluscos L. truncatula colhidos nos 
quatro distritos de Portugal continental e na ilha da Madeira, pelas técnicas de 
sequenciação do gene 18S do rDNA e PCR-RFLP da região ITS-2 do rDNA;  
 
• Estudar a variabilidade inter- e intra-populacional de L. truncatula, pela técnica 
de RAPD-PCR  
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3. Material e Métodos 
quando da escolha dos marcadores moleculares a estudar para caracterização 
molecular dos moluscos L. truncatula, pensou-se num marcador mais 
conservado, com menor taxa de evolução e outros marcadores relativos a 
regiões mais polimórficas do genoma, para poder detectar pequenas alterações no 
genoma dos moluscos. Assim selecionou-se o gene 18S, por ser um gene muito 
conservado. Por outro lado, a técnica de RAPD-PCR, que permite detectar pequenos 
polimorfismos ao longo de todo o genoma dos moluscos. Perante os resultados de 
RAPD recorreu-se a outro tipo de análise, RFLP, aplicada a uma região mais 
polimórfica do genoma, a região ITS-2 do rDNA. Com base nos perfis de restrição 
obtidos foi efectuada a sequenciação da região ITS-2 do rDNA e posterior análise 
filogenética. 
 
3.1. Extracção de DNA 
O DNA total foi extraído da região cefalopodal (formada pela cabeça e pelo pé 
do molusco) com CTAB (Cetyltrimethylammonium Bromide) (adaptada de (Stothard et 
al., 1996)). Colocou-se o CTAB (Tris, NaCl, EDTA, CTAB, Mercaptoetanol) na estufa 
a 55ºC, durante 10 minutos. Colocou-se o molusco num tubo de Eppendorf 1,5 ml e 
adicionaram-se 600 µl de tampão CTAB e 10 µl de proteinase K (20mg/ml) (Bioline). 
O tampão CTAB solubiliza as membranas, formando com um DNA, um complexo que 
vai facilitar, posteriormente, a sua precipitação. A proteinase K remove as nucleases e 
degrada as outras proteínas. 
Os tecidos do molusco foram dissolvidos com um homogeneizador de plástico. 
Após a obtenção de uma solução homogénea, sem partículas (tecidos) visíveis, deixou-
se na estufa a 55ºC, durante uma hora e trinta minutos, fazendo agitações por inversão 
de quinze em quinze minutos. Após a incubação, juntaram-se 600 µl de clorofórmio 
isoamílico (24:1) (AppliChem), e agitou-se por inversão durante dois minutos. O 
clorofórmio isoamílico provoca a desnaturação das proteínas, tornando-as insolúveis na 
fase aquosa onde se encontra o DNA. Seguidamente fez-se uma centrifugação rápida e, 
retirou-se o sobrenadante que contem o DNA. Prepararam-se novos tubos Eppendorf de 
1,5 ml aos quais se adicionaram 800 µl de etanol absoluto gelado e o sobrenadante 
A 
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retirado do tubo original. Centrifugou-se a 14 800xG durante vinte minutos. Após 
centrifugação, decantou-se e adicionaram-se 500 µl de etanol a 70%. Centrifugou-se 
novamente à mesma velocidade de rotação durante 15 minutos e decantou-se. Com a 
ponta de uma pipeta de Pasteur de vidro, retiraram-se os restos de etanol e colocaram-se 
os tubos abertos na estufa, no máximo de 15 minutos, para evaporar algum etanol ainda 
presente. Por fim, adicionaram-se 50 µl de tampão TE (Tris-EDTA, pH 8,0) 
(AppliChem).  
A visualização dos resultados da extracção de DNA foi feita por electroforese 
em gel de agarose a 1,5% (m/v) em tampão TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1mM; 
pH 8,3) (AccuGENE®), após coloração com brometo de etídio na concentração de 0,5 
µg/ml. O brometo de etídio é um agente que possui a capacidade de se intercalar nas 
cadeias de DNA, e que, quando exposto a luz ultravioleta, emite fluorescência. Esta 
fluorescência foi observada num documentador de imagem AlphaImager HP (Alpha 
Innotech). A proporção utilizada foi de 2µl de amostra e 2 µl de tampão de deposição, 
composto por azul de bromofenol e glicerol.  
Juntamente com as amostras foi sempre colocado um marcador de massa 
molecular de 1000 pares de bases - “Hyperladder IV”, ou 2000 pares de bases - 
“Hyperladder II” (Bioline). 
Foi efectuada extracção de DNA de cento e sete moluscos L.truncatula, 
pertencentes a vários habitats e colhidos em diferentes datas. Além das amostras de 
moluscos dos cinco distritos estudados (quatro do continente e um da ilha da Madeira) 
foram incluídos dois moluscos colhidos num habitat (Estoi) pertencente ao distrito de 
Faro, região do Algarve.   
 
3.2. Amplificação de DNA 
3.2.1. Amplificação do gene 18S do rDNA 
Foram testados cinco pares de sequências iniciadoras (SeqIn) para amplificação 
do gene 18S do DNA ribossomal, de acordo com (Bargues & Mas-Coma, 1997) (Figura 
48) (Tabela 42).  
Foram ainda testadas diferentes concentrações de SeqIn e DNA para seleccionar a mais 
adequada. 
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Figura 48. Esquema do gene 18S, evidenciando os fragmentos amplificados com os vários pares de 
SeqIn. 
F1, F2, F3, F4 e F5: Fragmentos amplificados; pb: pares de bases 
 
 
Uma vez que a área de sobreposição das sequências nucleotídicas dos 
fragmentos amplificados era grande, nomeadamente entre os fragmentos F2, F3 e F4, 
optou-se por não amplificar F1 e F5.    
 
Tabela 42. SeqIn selecionadas para amplificação do gene 18S 
Fragmento a 
amplificar 
Sequência iniciadora 3’-5’ Sequência iniciadora 5’-3’ 
F1 
Lym1 – 5’ AAC CTG GTT  GAT 
CCT GCC  A  3’ 
Lym174 - 5’  GCA TGT ATT AGC 
TCT AG 3’ 
F2 
Lym1 – 5’ AAC CTG GTT GAT 
CCT GCC A  3’ 
Lym658 – 5’ CTG AGA TCC AAC 
TAC GAG CTT 3’ 
F3 
Lym511 – 5’ GGC CCC GTA ATT 
GGA ATG AGT A 3’ 
Lym1307 – 5’ CAC CAC CCA CCG 
AAT CAA GAA A 3’ 
F4 
Lym1112 - 5’ GCA GCT TCC 
GGG AAA CCA AAG T 3’ 
Lym1822 – 5’ TGA TCC TTC CGC 
AGG TTC ACC T 3’ 
F5 
Lym1657 – 5’CTG CCC TTT 
GTA CAC ACC G 
Lym1822 – 5’ TGA TCC TTC CGC 
AGG TTC ACC T 3’ 
 
A PCR foi efectuada recorrendo ao Kit - Illustra™ PuReTaq™ Ready-To- Go™ 
PCR Beads (GE-Healthcare) e efectuada num termociclador “Primus evolution 96 
Gradient”. 
Utilizaram-se para cada reacção, 0,5 µl de DNA (amostra), 10 pmol de cada 
SeqIn e 22,5 µl de água ultra pura (18,2 MΩ.cm). Foi sempre utilizado um controlo 








Gene 18 S 
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negativo, processado com as amostras, com a diferença de que a amostra foi substituída 
por água. 
O programa da PCR foi optimizado para cada fragmento a amplificar. Assim, 
para amplificação dos fragmentos F2 e F4 os ciclos da PCR foram os mesmos, ou seja: 
um ciclo de desnaturação a 94ºC durante 60 seg, seguido de 30 ciclos de 94ºC, 60 seg; 
52ºC, 90 seg e 72ºC, 60 seg, e por fim um ciclo para extensão da cadeia, a 72ºC durante 
7 minutos. 
Para o fragmento F3 efectuou-se um ciclo de desnaturação a 94ºc, durante 60 
seg, seguido de 30 ciclos de 94ºC, 30 seg; 52ºC, 30 seg e 72ºC, 45 seg, e um ciclo final 
a 72ºC durante 7 minutos.  
 
3.2.2. Amplificação da região ITS-2 do rDNA 
A PCR foi efectuada recorrendo ao Kit - Illustra™ PuReTaq™ Ready-To- Go™ 
PCR Beads (GE-Healthcare) e efectuada num termociclador Primus evolution 96 
Gradient.  
Para amplificação da Região ITS-2, foram testados vários pares de SeqIn 
previamente descritos por outros autores, com os respectivos ciclos de PCR. No entanto, 
aqueles com os quais se obtiveram melhores resultados foram ITS2f (5’ CGT CCG TCT 
GAG GGT CGG TTT GC 3’) (Vidigal et al., 2000) e ETTS1 (5’ TGC TTA AGT TCA 
GCG GGT 3’) (Kane & Rollinson, 1994). As condições da PCR foram semelhantes às 
descritas por (Vidigal et al., 2000), com alteração apenas da temperatura de ligação. Foi 
feito um ciclo de desnaturação a 95ºC durante 3 min, seguido de 32 ciclos de 95ºC, 45 
seg; 60ºC, 60 seg e 72ºC, 2 min, e um ciclo final a 72ºC durante 5 minutos. Assim, 
procedeu-se à amplificação do DNA de 107 moluscos L. truncatula. 
 
3.2.2.1. PCR-RFLP - aplicada à região ITS-2 do rDNA 
Após amplificação da região ITS-2, o produto amplificado foi sujeito a um 
processo de restrição enzimática com a enzima HpaII (Promega). A reacção foi 
efectuada de acordo com o protocolo do fabricante. Para um volume final de 20 µl, em 
que se adicionaram 16,3 µl de água ultra pura (18,2 MΩ.cm), 2 µl de Tampão RE 10x, 
0,2 µl de BSA acetilada (10 µg/µl), 1µl DNA. Após agitação com a pipeta adicionou-se 
0.5 µl de Enzima (10u/µl). Voltou-se a agitar levemente com a pipeta e centrifugou-se 
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alguns segundos numa microcentrifuga. As amostras foram incubadas durante 1 hora na 
estufa (Memmert) a uma temperatura de 37ºC, para a digestão ocorrer. 
Terminada a reacção, adicionou-se todo o produto num gel de agarose a 3%, 
com 10  µl de  tampão de deposição e por fim observou-se a fluorescência emitida num 
documentador de imagem AlphaImager HP (Alpha Innotech). 
 
3.3. Purificação e sequenciação do DNA amplificado 
3.3.1. Purificação do DNA 
Antes da sequenciação, as amostras foram todas purificadas, para retirar os 
excessos de SeqIn e dNTP’s, assim como enzimas e outros restos de tampão 
provenientes do processo de amplificação, que possam afectar a sequenciação.  
 No processo de purificação usaram-se colunas de purificação QIAquick PCR™ 
da QIAGEN, com uma pequena alteração em relação ao protocolo do fabricante (Anexo 
2). Esta alteração refere-se a que na eluição final, se utilizou 30 µl de tampão de eluição, 
para podermos obter um produto mais concentrado. 
 
3.3.2. Sequenciação 
As reacções de sequenciação foram efectuadas num sequenciador automático 
comercial, na empresa STABvida. As SeqIn usadas para a sequenciação, foram as 
mesmas que se utilizaram na PCR inicial. 
As amostras foram sequenciadas nos dois sentidos (3’/5’ e 5’/3’) e as sequências 
editadas no programa “BioEdit Sequence Alignment Editor” versão 7.1.3.0. (Hall, 1999) 
(Anexos 3 e 4).  
Para amplificação do gene 18S, seleccionaram-se 34 amostras dos vários habitats 
estudados, colhidos em diferentes datas.    
Relativamente ao ITS-2, com base nos diferentes perfis de restrição obtidos, 
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3.3.3. Análise filogenética 
As sequências nucleotídicas obtidas pela sequenciação foram analisadas através 
do programa Basic Local Aligment Search Tool - (Blast) (disponível em 
http//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), o que permitiu a pesquisa de sequências 
semelhantes depositadas na base de dados NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) “GenBank”, para a análise filogenética. 
Os estudos de inferência filogenética foram realizados recorrendo a dois critérios 
diferentes: “máxima verosimilhança” e “análise Bayesiana”. 
Para a análise pela máxima verosimilhança as sequências nucleotídicas obtidas 
para os marcadores genéticos (gene 18S e ITS-2 do rDNA) foram alinhadas com o apoio 
do programa “BioEdit” versão 7.1.3.0 (Hall, 1999). A análise foi efectuada com o 
auxílio do programa “Mega” 5.05 (Tamura et al., 2011), o qual seleccionou o modelo 
mais apropriado para elaboração das árvores (Anexos 7 e 8). 
Para análise bayesiana as sequências nucleotídicas foram alinhadas no programa 
“MAFFT”, versão 6 (Katoh et al., 2002). 
As relações filogenéticas foram inferidas, usando os modelos evolutivos 
sugeridos por J modeltest (Posada, 2008), segundo o critério informativo de Akaike, 
com o programa informático “MrBayes” v3.0b4 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). 
Na abordagem de pesquisa de árvore com base no critério de máxima 
verosimilhança o programa procura a árvore que maximiza a probabilidade de observar 
as sequências com as quais estamos a trabalhar [ou seja, é calculada a probabilidade dos 
dados de uma dada uma árvore e um modelo evolutivo, ou seja P 
(dados,árvore,modelo)]. 
A análise Bayesiana procura encontrar a árvore que maximiza a probabilidade da 
mesma tendo em conta os dados e um modelo evolutivo, ou seja P 
(arvore,dados,modelo).  
Do ponto de vista prático, enquanto a máxima verosimilhança dá como resultado 
uma árvore (cuja consistência topológica pode ser investigada, adicionalmente, com 
bootstraping) a análise bayesiana trabalha com uma distribuição de árvores com 
probabilidade aproximada, e a probabilidade associada aos diferentes ramos (chamada 
probabilidade a posteriori) é igual à frequência dos diferentes agrupamentos nesse 
conjunto (distribuição) de árvores que são analisadas.  
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Para cada marcador genético estudado (gene 18S e região ITS-2 do rDNA) 
foram calculados os vários haplotipos para as sequências estudadas, assim como as 
diversidades haplotípica (Hd) e nucleotídica (π), recorrendo ao programa informático 
“DnaSP” versão 5.10.01 (Librado & Rozas, 2009). A diversidade haplotípica permite 
saber a probabilidade de, ao retirar aleatoriamente dois haplotipos de uma amostra, estes 
serem diferentes, enquanto a diversidade nucleotídica indica o número médio de 
diferenças (por site) entre duas sequências retiradas ao acaso de uma amostra. O nível 
de confiança dos resultados foi avaliado pelo valor de bootstrap. O bootstrap não é mais 
do que um teste estatístico que mede o grau de suporte dos nós das árvores 
filogenéticas, de acordo com o alinhamento das sequências nucleotídicas. O valor 
obtido representa o número de vezes que o agrupamento ocorreu nas replicações. Esse 
valor deve ser superior a 95%. 
 
3.3.3.a. Análise do gene 18S 
A construção da árvore filogenética do gene 18S foi efectuada tendo como base 
as sequências nucleotídicas de 34 moluscos (31 do continente e 3 da ilha da Madeira), e 
com 15 sequências obtidas do “GenBank”, referentes a moluscos que apresentavam 
maior homologia (após análise BLAST) com as sequências obtidas por nós.  
A análise filogenética pelo método da máxima verosimilhança foi baseada no 
modelo de Jukes-Cantor (Jukes and Cantor, 1969). A árvore foi elaborada com base no 
logaritmo de verosimilhança mais elevado (0.0000). Foram eliminados todos os gaps 
eventualmente presentes nas sequências.   
Foi utilizada uma distribuição Gamma (discreta) na modelação da 
heterogeneidade nas taxas de substituição nucleotídica ao longo das sequências 
analisadas (5 categorias (+G, parâmetero = 0.2097)).  
A árvore Bayesiana foi construída tendo como base o modelo de Tamura-Nei 
(TrN+G) (Tamura & Nei, 1993). A análise efectuada baseou-se em amostragens a cada 
20x10
6
 gerações iniciadas a partir de um árvore aleatória e quatro cadeias de Markov, e 
das quais foram excluídas (como burn-in) os primeiros 10% das mesmas. Na árvore que 
reflecte a análise de sequências 18S foi utilizada a sequência U65225 como outgroup. 
Foi igualmente utilizada uma distribuição Gamma (discreta) na modelação da 
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3.3.3.b. Análise da região ITS-2 
A árvore filogenética referente à região ITS-2 foi construída com sequências 
nucleotídicas de 8 moluscos (6 do continente e 2 da ilha da Madeira), e com 23 
sequências obtidas do “GenBank”, referentes a moluscos que apresentavam maior 
homologia (após análise BLAST) com as sequências obtidas por nós. 
A análise filogenética da região ITS-2 foi efectuada usando o método da máxima 
verosimilhança baseada no modelo de Kimura 2-parametros (Kimura, 1980). A árvore 
apresentada foi a que evidenciou um logaritmo de verosimilhança mais elevado (-
818.3599). Foram eliminados todos os gaps eventualmente presentes nas sequências.   
A árvore Bayesiana foi construída tendo como base o modelo transversional 
(TVM+G) (Posada, 2002). A análise efectuada baseou-se em amostragens a cada 20x10
6
 
gerações iniciadas a partir de um árvore aleatória e quatro cadeias de Markov, e das 
quais foram excluídas (como burn-in) os primeiros 10% das mesmas. Na árvore que 
reflecte a análise de sequências ITS, a raiz foi introduzida no ponto médio da mesma 
(midpoint). Foi utilizada uma distribuição Gamma (discreta) na modelação da 




3.4. RAPD-PCR  
A análise RAPD-PCR foi realizada recorrendo a 9 SeqIn, descritas Por (Stothard 
et al., 2000) (Tabela 43), com o objectivo de estudar a variabilidade genética intra-
populacional.  
As amostras foram amplificadas com o Kit da PCR GoTaq®FlexiDNA 
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Tabela 43. SeqIn usadas para análise RAPD-PCR 
Nome  Sequência da SeqIn  
OPA02 5’ TGC CGA GCT G 3’ 
OPA10 5’ GTG ATC GCA G 3’ 
OPA11 5’ CAA TCG CCG T 3’ 
OPF11 5’ TTG GTA CCC C 3’ 
JRSS1 5’ AGC CAG CGA A 3’ 
12SAH 5’ GAG GGT GAC GGG CGG TGT GT 3’ 
ATP1 5’ AGG GCT CTA TCC GCT AGG CA 3’ 
RJS4 5’ TCG GTT CAA CTA AAG 3’ 
OPY12 5’ AAG CCT GCG A 3’ 
 
Num volume total de 50 µl, adicionaram-se 2,5U de Taq polimerase, 3mM de 
MgCl2, 50 pmol SeqIn, 3 mM dNTP, 2,5 mM (5 µl) de tampão, e o restante volume de 
água ultra pura (18,2 MΩ.cm). 
As condições da PCR foram adaptadas de (Stothard & Rollinson, 1996), com um 
ciclo de desnaturação a 94ºC durante 5 min, seguido de 38 ciclos a 94ºC, 15 seg; 40ºC, 
30 seg e 72ºC, 90 seg com um ciclo final a 72ºC durante 10 minutos. 
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4. Resultados 
4.1. Estudo do gene ribossomal 18S 
4.1.1. Amplificação e sequenciação  
Foi amplificado e sequenciado o gene 18S de 47 moluscos, colhidos de 18 
habitats (Anexo 3). Obtiveram-se 5 fragmentos com diferentes tamanhos (tabela 44), de 
acordo com as diferentes SeqIn utilizadas (Figura 49). 
 
 
Figura 49. Resultado obtido após amplificação do gene18S do rDNA com 5 pares diferentes de SeqIn. 
 
Tabela 44. Pesos moleculares dos fragmentos amplificados do gene 18S 
Fragmento 
amplificado 
Peso molecular  








Várias sequências não apresentaram boa qualidade, apresentando muito ruído, 
pelo que foram retiradas do estudo, passando a análise a efectuar-se com sequências 
obtidas de 34 moluscos. Estas amostras foram separadas em 4 grupos, cada um deles 
com um perfil nucleotídico específico (P1, P2, P3 e P4) (Tabela 45). As variações 
nucleotídicas (Tabela 46), com percentagens de Timinas (T), Citosinas (C), Adeninas 
(A) e Guaninas (G) foram muito semelhantes entre os vários perfis nucleotídicos 
encontrados (Tabela 45). 
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% T % C % A % G 
Total 
nucleotidos 
P1 H1 24,8 23,7 23,6 27,9 1773 
P2 H1 24,7 23,7 23,6 27,9 1772 
P3 H2 24,9 23,7 23,6 27,8 1781 
P4 H3 24,8 23,8 23,7 27,8 1780 
T: timina; C: citosina; A: adenina; G: guanina 
 






 210        220         230      237    1781 
P1 . . . T . . T . . . - - - - - - - - . . . A . . G . . . T . . . . . T 
P2 . . . T . . T . . . - - - - - - - - . . . A . . G . . . T . . . . . - 
P3 . . . G . . A . . . A T T C A C T T . . . T . . T . . . T . . . . . T 
P4 . . . G . . A . . . A T T C A C T T . . . T . . T . . . C . . . . . - 
 
T: timina; C: citosina; A: adenina; G: guanina 
 
 
De acordo com a análise efectuada com o programa DNAsp, foram detectados 3 
haplotipos (Tabela 45). Os valores obtidos para as diversidades haplotípica (Hd) e 
nucleotídica (π), no total dos distritos estudados foram baixos: Hd = 0,383 e de π = 
0,00087. Com base nestes valores, e apesar de se terem observado 4 perfis 
nucleotídicos, o programa apenas se considerou 3 haplotipos, incluindo as amostras com 
o perfil P2 no haplotipo H1, que inclui igualmente, as amostras com perfil P1. 
Observou-se apenas 1 haplotipo por habitat, com a excepção de Soure, onde 
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Tabela 47. Perfis nucleotídicos encontrados e respectivos haplotipos, por habitat estudado 












Vale Mondego II 2 





Nacional de Mafra 
2 
Veados B 2 
MV 1 








Boaventura Funchal (Ilha da 
Madeira) 
1 P2 H1 
Ponta de S. Lourenço 1   
Soure Coimbra 5 
P3 H2 
Estoi Faro 2 
Quinta Grande  Funchal (ilha da 
Madeira) 
1 P4 H3 
         P1,P2,P3,P4: perfis nucleotídicos; H1,H2,H3: haplotipos 
 
4.1.2. Análise filogenética 
A análise filogenética revelou que as amostras estudadas se distribuem por 2 
grupos distintos. Um grupo, onde se insere a maioria das amostras obtidas neste 
trabalho, é formado por vários isolados com sequências homólogas pertencentes à 
espécie Lymnaea (Galba) truncatula (Figuras 5 e 6). As restantes amostras inserem-se 
num segundo ramo, no qual se encontram outros moluscos lymnaeídicos identificados 
como Lymnaea sp e outros como Lymnaea schirazensis, provenientes de Espanha e 
Colômbia. Neste segundo agrupamento estão localizadas 5 amostras de Soure, as 
amostras de Estoi e ainda uma amostra da ilha da Madeira. Esta separação está bem 
patente quer pela análise por máxima verosimilhança (Figura 50) quer por análise 
Bayesiana (Figura 51). Apesar dos valores de bootstrap obtidos no primeiro caso não 
serem superiores a 80%, as topologias das árvores filogenéticas obtidas foram 
consistentes, independentemente do tipo de abordagem escolhido para análise, 
confirmando a consistência dos resultados. 
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Figura 50. Análise filogenética do gene 18S do rDNA, pelo método da máxima verosimilhança. (n): 
número de amostras 
 
Na árvore produzida pela análise Bayesiana a divisão em dois ramos distintos é 
suportada por um elevado valor de bootstrap (0.99), sendo possível ainda observar uma 
separação entre as amostras estudadas da ilha da Madeira e as restantes de Portugal 
Continental desse grupo (Estoi e Soure), também com um valor de bootstrap próximo 
de 100% (Figura 51).      
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Figura 51. Análise filogenética do gene 18S do rDNA, por análise Bayesiana. (n): número de amostras. 
Os traços na árvore antes dos nomes das amostras, representam diferentes amostras e não correspondem a 
distância genética. 
 
4.2. Estudo da região ITS-2 do rDNA 
4.2.1. Amplificação de DNA 
 Ao todo, a região ITS-2 do rDNA foi amplificada em 107 amostras. Obtiveram-
se fragmentos de amplificação com cerca de 400 pares de bases (Figura 52), havendo 
variação de tamanhos entre as amostras (Figura 52), com dois tamanhos alternativos 
(indicados a amarelo e a vermelho).  
0.4





FN598151 – Lymnaea cousini - Equador 
Vale Mondego II (2)
Boaventura
JN614336 – Galba sp – isol VT3
JN614341 - Galba sp – isol LspS - Espanha
Soure (5)
U65225 – Biomphalaria alexandrina
Choupal (2)
FR797816 – Galba truncatula isol Moll52543 
Mourão (2)
JN614335 - Galba sp – isol Lsp1
Grácios (2)




FR797815 – Galba truncatula isol Moll52544
Mafra MV
Z73985 - Galba truncatula - Corsega
Souselas (2)
Y09019 - Galba truncatula
Gafaria (2)
Veados B (2)
JN614343 - Galba sp – isol M10
JN614342 - Galba sp – isol Lsp5
JN614339 - Galba sp – isol Lsp44
JN614338 - Galba sp – isol R1 – Bras de Pontho
Penedos (2)
Ponta de S.Lourenço
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Após amplificação da região ITS-2 e digestão com enzima HpaII, as amostras 












Figura 53. Perfil de restrição obtido após amplificação da região ITS-2 e digestão com enzima HpaII. M: 
marcador de peso molecular; A - Perfil A; B – Perfil B 
 
Das 107 amostras estudadas, apenas uma amostra (0,9%) apresentou resultados 
inconclusivos, como tal não foi incluída na Tabela 51. O perfil de restrição“A” foi 
observado na maioria dos moluscos. Em todos os habitats onde se encontraram 
moluscos exibindo o perfil de restrição “B”, também se encontraram amostras com o 
perfil “A”, exceptuando o habitat de Estoi (Tabela 48), ou seja, em todos os habitats que 
se encontraram moluscos L. schirazensis, existia L. truncatula, excepto em Estoi.   
 
200    
300    
500    
600    
1000    
A BM
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Tabela 48. Perfis de restrição obtidos e respectivos habitats de proveniência dos moluscos.  
Perfil de restrição 
A 
Habitat N  Distrito Habitat N  Distrito 
Souselas I 4 
Coimbra 
Mafra MV  4 
Lisboa (Tapada 
Nacional de Mafra) 
Vale Mondego I 2 Veados 3 
Vale Mondego  II 4 Veados B 2 
Soure 2 Campo da Barca 4 
Funchal  
(ilha da Madeira) 
VM5 5 Ponta de Pargo 5 
Vala Choupal 2 Camacha 5 
Souselas II 2 Garachico 3 
Gafaria 5 
Leiria 
S. Roque - Fundoa 1 
Vila Verde 2 Boaventura 5 
Alcaidaria 5 Tunel S. Vicente 5 
Penedos 2 Ponta S. Lourenço 5 
Grácios 2 Quinta Grande 2 
Mourão 4 
Évora 
   
Valverde 3    
B 
Soure 7 Coimbra 
 
Campo da Barca 1 
Funchal  (ilha da 
Madeira) 
Vale Mondego II 1 Quinta Grande 3 
Estoi 2 Faro S. Roque Fundoa 2 
   Garachico 2 
                 N: número de amostras 
 
4.2.3. Sequenciação 
Ao todo foram sequenciadas 8 amostras (Anexo 4), de acordo com os 2 perfis de 
restrição com o HpaII. 
Tendo em conta a composição nucleotídica, as amostras estudadas foram 
separadas em 3 grupos, cada um deles com um perfil nucleotídico específico (Tabela 
49).  
 
Tabela 49. Composição nucleotídica das sequências da região ITS-2 do rDNA 
Perfil  
nucleotídico 
Haplotipo % T % C % A % G 
Total 
nucleotidos 
P1 H1 28,3 27,6 16,3 27,8 410 
P2 H2 25,3 31,1 14,9 28,8 396 
P3 H3 27,7 27,7 17,0 27,7 405 
             T: timina; C: citosina; A: adenina; G: guanina 
 
As variações nucleotídicas na sequência da região ITS-2do rDNA foram em 
maior número do que para o gene 18S do rDNA (Tabela 50), a avaliar também pelas 
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percentagens de Timinas (T), Citosinas (C), Adeninas (A) e Guaninas (G), com 
diferenças maiores entre os vários perfis nucleotídicos (Tabela 49). 
A análise das sequências revelou a presença 3 haplotipos (Tabela 5). Os valores 
de Hd e de π foram mais elevados do que os observados na análise do gene 18S. Assim, 
obtivemos valores de Hd de 0,714 e de π de 0,066. À semelhança do verificado para o 
gene 18S, em todos os habitats estudados observou-se apenas 1 haplotipo, à excepção de 
Soure, onde foram encontrados 2 haplotipos: H1 e H2 (Tabela 51). 
 
 





  18 34  40  50  59 100 105 111 
P1 . . C - - - . . T . . .
G 
G G C G T G A G C . . . C A C G C T G C T C . . T G . . . T . . . . . - . . 
P2 . . A C T T . . C . . . - - - - - - - - - . . . - - - - - - - - - - . . T G . . . T . . . . . T . . 
P3 . . A C T T . . C . . . - - - - - - - - - . . . - - - - - - - - - - . . C A . . . C . . . . . T . . 
(Cont. )→                                                   120  130 134 144 150 196 271 276  286 
P1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . C . . . . . C . . C . . . T . . . T A T T T A T T A T C 
P2 T G C T T G C T T G C T T G C T T G C T . . T . . . . . A . . T . . . A . . . - - - - - - - - - - - 
P3 T G C T T G C T T G C T T G C T T G C T . . T . . . . . A . . T . . . A . . . - - - - - - - - - - - 
(Cont. )→                                                   289 316 321 347  355 363  370 375 381 
P1 C T G . . . . A . C . . A . . - - - - - - - - - - - - - - - - - . T . A . . . - - - . C . . . G . . 
P2 - - - . . . . G . T . . G . . G G C T T T A A T A A G T C A T T . G . G . . . A T C . T . . . T . . 
P3 - - - . . . . G . T . . G . . G G C T T T A A T A A G T C A T T . G . G . . . A T C . T . . . T . . 
(Cont. )→                                                   391 408 411 416 421 427  437  446  
P1 . . C . - - . . T . . . . G . . T C T . . . C T C C - - G . 
 
C C . C A . - - . . . G . .       
P2 . . T . T G . . A . . . . T . . A T A . . . A G T - - - T . T A . T A . T T . . . A . .       
P3 . . T . T G . . A . . . . T . . A T A . . . T A A C T A A . T A . T G . T T . . . A . .       
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Tabela 51. Perfis nucleotídicos referentes à região ITS-2 do rDNA e respectivos haplotipos por habitat. 










Soure Coimbra 2 P2 H2 
Quinta Grande Funchal (ilha da 
Madeira) 2 P3 H3 




4.2.4. Análise filogenética 
Os resultados obtidos na análise filogenética, tendo como base a região ITS-2 do 
rDNA, foram semelhantes aos obtidos com o gene 18S. Observa-se uma clara separação 
entre 2 grupos filogenéticos (Figuras 54 e 55): num dos ramos da árvore onde se 
incluem amostras de Soure (distrito de Coimbra) e Quinta Grande (Distrito do Funchal 
– Ilha da Madeira) são também incluídas amostras identificadas como L. schirazensis e 
outras sem identificação da espécie, referidas como Lymnaea (Galba) sp e Galba sp. 
Noutro ramo da árvore estão incluídas outras amostras de Soure e Souselas, assim como 
várias outras sequências homólogas, provenientes do “GenBank”, e identificadas como 
Lymnaea (Galba) truncatula. Estes resultados são suportados por valores de bootstrap 
próximos dos 100%. Pode também observar-se que dentro do primeiro ramo, as 
populações da ilha da Madeira destacam-se das de Soure, formando ainda outro ramo. 
Este resultado é bastante consistente dado o seu valor de bootstrap, 73% (ML) (Figura 
54) e 99% por análise Bayesiana (Figura 55). 
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Figura 54. Análise filogenética da região ITS-2 do rDNA, pelo método da máxima verosimilhança. (n): 
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4. 3. RAPD-PCR 
De entre as várias SeqIn de RAPD-PCR testadas (Stothard et al., 2000), apenas 
se obtiveram resultados passíveis de serem interpretados com um deles (OPA2). Por 
esta razão, este marcador foi o único usado como marcador para diferenciação de entre 
as amostras estudadas. 
Entre as amostras incluídas no estudo, obtiveram-se dois perfis electroforéticos 
de RAPD-PCR distintos, denominados Perfil “A” e Perfil “B” (Figura 56). 
 
0.3
JN614443 - G. truncatula isol VM2- Venezuela 
JN614453 - Galba sp isol VM2 
FR797846 - G. truncatula isol MTD Moll S1131
JN614445 - G. truncatula isol LVP3  - Venezuela
JN614449 - G. truncatula isol LBK16
JN614446 - G. truncatula isol L06 - França 
JN614457 - Galba sp isol LspS - Espanha
HQ283263 - Lymnaea sp - Colômbia
JF272601 – Lymnaea schirazensis Hapl H1- Irão 
JN614455 - Galba sp isol Lsp32 
JF272602 – Lymnaea schirazensis Hapl H2- México
JN614452 - Galba sp isol VT3 
JN614448 - G. truncatula isol LBA4
JN614458 - Galba sp isol Lsp44 - Venezuela 
FR797847 - G. truncatula isol LVP2  - Venezuela
JN614465 - Galba viatrix isol LVX3 - Argentina 
JN614454 - Galba sp R1 – Bras the Pontho
FR797848 - G. truncatula isol Moll52546 - Alemanha 
JN614444 - G. truncatula isol LTF2 - França
FR797845 - G. truncatula isol MTD Moll S1130
JN614447 - G. truncatula isol Moll52545 - Alemanha 
JN614451 - Galba sp isol M10 - Colômbia
Quinta Grande (2)
Soure (2)
JN614456 - Galba sp isol Lsp5 
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Figura 56. Perfil de RAPD-PCR obtido com o marcador OPA2. M: marcador de peso molecular; A: 
Perfil electroforético“A”; B: Perfil electroforético“B”. 
 
Das 107 amostras estudadas, 5 (4,7%) apresentaram resultados inconclusivos, 
como tal não foram incluídas na tabela 8. O perfil de RAPD-PCR mais prevalente foi o 
perfil “A”, presente na maioria dos habitats. Em todos os habitats onde se encontraram 
moluscos exibindo o perfil de RAPD-PCR “B”, também se encontraram amostras com o 
perfil “A”, exceptuando o habitat de Estoi (Tabela 52). 
Tabela 52. Perfis de RAPD - PCR obtidos e respectivos habitats de proveniência dos moluscos.  
Perfil de RAPD-PCR 
A 
Habitat Nº  Distrito Habitat Nº Distrito 
Souselas I 5 
Coimbra 
Mafra MV  4 
Lisboa (Tapada 
Nacional de Mafra) 
Vale Mondego I 2 Veados 3 
Vale Mondego  II 4 Veados B 2 
Soure 2 Campo da Barca 4 
Funchal  
(ilha da Madeira) 
VM5 1 Ponta de Pargo 2 
Vala Choupal 2 Camacha 5 
Souselas II 2 Garachico 3 
Gafaria 5 
Leiria 
S. Roque - Fundoa 1 
Vila Verde 2 Boaventura 5 
Alcaidaria 5 Tunel S. Vicente 5 
Penedos 2 Ponta S. Lourenço 5 
Grácios 2 Quinta Grande 2 
Mourão 4 
Évora 
   
Valverde 5    
B 
Soure 7 Mondego Campo da Barca 1 
Funchal  (ilha da 
Madeira) 
Vale Mondego II 1 Quinta Grande 3 
Estoi 2 Faro S. Roque Fundoa 2 
   Garachico 2 
                      N: número de amostras 
 
A A A A B B B 
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5. Discussão 
identificação dos moluscos lymnaeidicos é um dos maiores desafios no 
estudo da diversidade malacológica, para o estabelecimento de mapas de 
risco epidemiológico (Remigio & Blair, 1997, Correa et al., 2010). Apesar 
do seu interesse, o conhecimento da genética destes gastrópodes, assim como da sua 
relação com o parasita F. hepatica está muito longe de ser suficiente. A confusão ao 
nível da taxonomia/sistemática relativamente aos indivíduos desta família é grande 
(Correa et al., 2011), nomeadamente os relacionados com espécies dos grupos 
“Stagnicoline”, na Europa e América do Norte; “Radix”, na Europa e Asia; 
Galba/Fossaria nas Américas (Galba sinónimo de Fossaria) (Bargues et al., 2011c). 
Estes problemas surgem, por um lado, devido à uniformidade interespecífica na 
classificação morfológica, e por outro lado, à variação intra-específica, dos caracteres da 
concha, dependente das condições ambientais. No entanto, esta variação não se deve 
unicamente ao ambiente, pois o fundo genético desempenha um papel importante neste 
capítulo. Os aspectos morfológicos da concha e a anatomia dos órgãos dos moluscos 
não são suficientes para a classificação da espécie e caracterização de populações. Este 
facto por si só justifica a grande confusão em torno dos géneros propostos para 
truncatula e para as espécies mais próximas nas américas: cubensis (América Central) 
humilis e bulimoides, viatrix e diaphana (América do Sul). Aparte do género Galba 
Schrank 1803, surgiram uma série de géneros nos quais se incluíam as espécies de 
Galba/Fossaria do Novo Mundo (cubensis e viatrix). Entre os vários géneros surgiram:  
 
 
1. Fossaria Westerlund 1885 (truncatula); 
2. Nasonia Baker 1928 (cubensis) - subgénero Fossaria (Bakeri lymnaea) 







Capítulo II – Caracterização genética dos moluscos Lymnaea truncatula Discussão 
 
Lymnaea truncatula em Portugal: contribuição para o estudo 
da bioecologia e da variação genética. 
107 
Hubendick, em 1951, fez uma revisão dos moluscos lymnaeidicos, agrupando-os da 
seguinte forma: 
1. Lymnaea (Radix) Monfort, 1810: L. auricularia, L. peregra 
2. Lymnaea (Galba) Scranck, 1803: L. truncatula 
3. Lymnaea (Leptolymnaea) Swainson 1840: L. glabra 
4. Lymnaea (Lymnaea) Lamark, 1799 sensu stricto: L. palustris e L. stagnalis 
 
O interesse no estudo dos moluscos lymnaeidicos, além do malacológico, está no 
facto de transmitirem várias espécies de tremátodes com elevado impacte médico e 
veterinário. As espécies da família Lymnaeidae actuam como hospedeiros 
intermediários de cerca de 71 espécies de tremátodes, pertencentes a 13 famílias cujos 
hospedeiros definitivos são aves e mamíferos domésticos e silváticos (Bargues et al., 
2001). 
Os estudos de transmissão de F. hepatica são complicados devido à grande 
quantidade de espécies de moluscos semelhantes morfologicamente que podem actuar 
como hospedeiros intermediários (Bargues et al., 2007). Por exemplo, foram 
consideradas duas espécies L. viatrix e L. cubensis, como estando envolvidas na 
transmissão da fasciolose humana em zonas hiperendémicas do Altiplano da Bolivia, 
mas posteriormente provou-se que apenas se tratava de variantes de L. truncatula, 
importadas da Europa (Bargues et al., 2011a, Bargues et al., 2007, Mas-Coma et al., 
2001, Jabbour-Zahab et al., 1997). 
Um dos principais mecanismos usados pelos programas de controlo das 
parasitoses em que os agentes causais têm hospedeiros intermediários, é a 
monitorização das populações desses hospedeiros. No entanto, a eficácia de tais 
programas depende da correcta identificação das espécies envolvidas na transmissão 
parasitária. Isto porque nem todas as espécies apresentam a mesma sensibilidade à 
infecção por F. hepatica. As espécies P. columella, G. truncatula e F. bulimoides são 
susceptíveis à infecção por F. hepatica, mas L. fuscus, que é parcialmente resistente e 
Stagnicola elodes é totalmente refractária (McKown & Ridley, 1995, Vignoles et al., 
2002).  
Por estas razões, houve uma grande necessidade de desenvolver novas 
ferramentas, nomeadamente as moleculares, para facilitar a classificação das espécies, a 
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caracterização genética das populações naturais, as estirpes laboratoriais e para elucidar 
sobre a sistemática e taxonomia dos Lymnaeidae (Bargues et al., 2011a, Correa et al., 
2011, Hubendick, 1951, Bargues et al., 2001). 
Vários estudos revelaram que diferentes populações de moluscos lymnaeídicos, 
originalmente classificadas como pertencentes a diferentes espécies, tinham sequências 
nucleotídicas idênticas, mas que outras populações, originalmente classificadas como 
pertencentes à mesma espécie, apresentavam sequências diferentes. Por vezes as 
diferenças nas sequências são muito pequenas, sugerindo que existe variabilidade intra-
específica (diferentes haplotipos). No entanto, alguns autores têm considerado que 
algumas destas diferenças detectadas em populações pertencentes à mesma espécie são 
suficientes para considerar uma espécie diferente (Bargues et al., 2011a). 
A análise filogenética das sequências nucleotídicas dos moluscos estudados, no 
que respeita ao gene 18S e à região ITS-2 do rDNA, revelou uma clara separação das 
amostras em dois grupos distintos. Um formado por amostras do estudo e por isolados 
de L. truncatula com sequências homólogas, retiradas do “GenBank”. O outro grupo era 
formado pelas restantes sequências em estudo e por isolados de uma outra espécie de 
Lymnaea, L. schirazensis, assim como outros isolados de moluscos identificados como 
Lymnaea sp, com sequências homólogas, retiradas do “GenBank”. O primeiro 
agrupamento já era esperado, uma vez que todos os moluscos tinham sido inicialmente 
identificados como L. truncatula, através dos caracteres morfológicos da concha. No 
entanto a presença de outra espécie com características morfológicas semelhantes, mas 
com perfil molecular diferente, foi inesperado. Em primeiro lugar por não estar ainda 
descrita em Portugal continental nem na ilha da Madeira e depois, pelo facto de só 
recentemente ter sido descrita na literatura. Os resultados obtidos foram idênticos, 
independentemente do marcador molecular estudado (18S e ITS-2) e do tipo de 
abordagem escolhido para análise filogenética, quer por máxima verosimilhança, quer 
através da análise Bayesiana. A consistência dos grupos é suportada por valores 
elevados de bootstrap, indicando um nível elevado de confiança para cada 
agrupamento, e por sua vez a consistência e estabilidade dos ramos das árvores.  
Relativamente ao gene 18S, as diferenças observadas nas sequências 
nucleotídicas são poucas, daí os valores de bootstrap obtidos pelo método da máxima 
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verosimilhança não terem sido muito elevados. No entanto, a análise Bayesiana, um tipo 
de análise mais robusto, veio comprovar os resultados. 
O gene 18S do rDNA é muito conservado e é usado principalmente para análise 
supra-específica (Bargues et al., 2007). Apresenta poucas variações em espécies muito 
semelhantes, o que constitui uma limitação (Stothard et al., 2000). Por estas razões a 
sua validade na taxonomia e filogenia de algumas espécies moluscos lymnaeidicos tem 
sido questionada (Bargues et al., 2001). Um dos exemplos foi a variabilidade intra e 
inter populacional encontrada em L. natalensis (Stothard et al., 2000).  
As sequências dos ITS (1 e 2), sendo regiões intergénicas, evoluem muito mais 
rapidamente do que a região 18S, sendo bons marcadores para diferenciação das 
espécies. Em alguns casos permitem a caracterização de populações dentro da mesma 
espécie, nomeadamente nos moluscos lymnaeídicos (Bargues et al., 2006, Bargues & 
Mas-Coma, 2005, Remigio & Blair, 1997). Neste estudo, com as sequências da região 
ITS-2, verificou-se uma clara separação entre os dois grupos filogenéticos, 
comprovando os resultados obtidos com as sequências do gene 18S do rDNA, mas com 
uma maior robustez dos resultados, com elevados valores de bootstrap. O estudo da 
região ITS-2, permitiu ainda verificar que as amostras pertencentes à ilha da Madeira, 
que se inserem no ramo dos isolados de L. schirazensis, formam ainda um grupo 
geneticamente distinto dos outros isolados portugueses do mesmo grupo.  
Foram detectados três haplotipos relativamente a cada marcador estudado. Um 
dos haplotipos (H1) corresponde às amostras que nas árvores filogenéticas aparecem no 
ramo de L. truncatula e dois haplotipos (H2 e H3) pertencem às amostras localizadas no 
ramo que inclui L. schirazensis. Destes dois haplotipos, um deles é referente às 
amostras do continente (H2) e o outro às da ilha da Madeira (H3). Relativamente ao 
gene 18S foi encontrada diferença, um gap numa posição em duas amostras da ilha da 
Madeira, as quais se localizam no mesmo ramo da árvore filogenética dos isolados de L. 
truncatula. No entanto, por se tratar de um gap, a diferença não foi suficiente para ser 
considerado outro haplotipo. Seria assim necessário estudar mais amostras de L. 
truncatula com outro marcador molecular, referente a uma região menos conservada do 
genoma, como por exemplo a região ITS-2 do rDNA. 
Assim pode-se concluir que entre as amostras estudadas e identificadas 
morfologicamente como L. truncatula, algumas delas pertenciam a outra espécie, não 
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identificada até ao momento em Portugal continental nem na ilha da Madeira – L. 
schirazensis. Para além disso, detectaram-se dois haplotipos diferentes de L. 
schirazensis, um no continente e outro na ilha da Madeira, o qual é também 
geneticamente distinto de amostras de outras regiões, depositadas no “GenBank”. 
As amostras foram também submetidas à análise pelas técnicas de RAPD-PCR e 
RFLP da região ITS-2.Os resultados foram sobreponíveis e revelaram a presença de dois 
perfis diferentes em qualquer das técnicas que, ao compará-los com a análise das 
sequências nuclotídicas, se verificou que as amostras que, nas árvores filogenéticas se 
localizavam no mesmo ramo das amostras de L. truncatula (“GenBank”) apresentaram 
perfil quer de RAPD-PCR quer de restrição diferente do observado nas amostras 
inseridas no ramo dos isolados de L. schirazensis. Ambas as técnicas apresentaram 
alguns resultados inconclusivos, devidos alguns perfis diferentes dos dois (4,7% na 
técnica de RAPD-PCR e 0,4% na técnica de PCR-RFLP) no entanto, se considerarmos 
que o perfil A corresponde às amostras de L. truncatula e perfil B às amostras de L. 
schirazensis, não houve incongruências nos resultados. Assim, podemos concluir que o 
marcador de RAPD-PCR - OPA2 (Stothard et al., 2000) e PCR-RFLP com a enzima 
HpaII, são bons marcadores para distinção entre estas duas espécies lymnaeídicas. 
Relativamente aos restantes marcadores de RAPD-PCR utilizados, não se 
obtiveram resultados passíveis de ser analisados. Assim, não foi estudada a 
variabilidade genética inter e intra-populacional. Este facto vem de encontro ao descrito 
na literatura. Apesar da técnica de RAPD-PCR ser muito usada em vários grupos de 
gastrópodes, ela não mostrou ser suficientemente conclusiva relativamente aos 
lymnaeídicos. Deve ser usada com muita cautela na análise taxonómica, devido à sua 
fraca reproductibilidade (Bargues et al., 2001). No entanto, apresenta algumas 
vantagens práticas para detectar variações no DNA, pois é tecnicamente menos 
laboriosa, envolve menores custos e a técnica é relativamente rápida (Stothard & 
Rollinson, 1996).   
Assim, e de acordo com os resultados da análise por RAPD-PCR e PCR-RFLP 
da região ITS-2 do rDNA foi estabelecido um mapa dos locais onde se encontraram 
moluscos L. schirazensis, em Portugal continental e na ilha da Madeira (figuras 1 e 2).   
Em Portugal continental L. schirazensis foi encontrada num campo de cultivo de 
arroz no vale do Mondego e na ribeira de Soure (distrito de Coimbra) assim como num 
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ribeiro em Estoi (distrito de Faro) (Figura 57.). Aparentemente não existe qualquer 
relação entre estas duas regiões onde foram encontrados estes moluscos, dado que o 
distrito de Coimbra fica no centro do país e o distrito de Faro no sul, mostrando assim a 
dispersão dos moluscos e evidenciando a necessidade de um mapeamento mais 
completo desta espécie. 
 
 
Figura 57. Mapa de Portugal continental, com indicação dos locais onde se colheram moluscos               
L. schirazensis. 
 
Na ilha da Madeira os moluscos L. schirazensis foram colhidos em 4 habitats, 
Campo da Barca, Garachico, Quinta Grande e S. Roque da Fundoa, todos eles na região 
sul da ilha. No entanto, não há qualquer relação de proximidade entre eles, sendo locais 
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Figura 58. Mapa da ilha da Madeira com indicação dos locais estudados () e onde se colheram 
moluscos da espécie L. schirazensis(). 
 
Lymnaea (s.l.) schirasensis Küster, 1862, é uma espécie que se pensa ser 
originária de Shiraz, no Irão, onde foi originalmente descrita, e, à semelhança do 
verificado com L. truncatula, apresenta características anfíbias marcadas, frequentes em 
habitats antropofílicos e normalmente estão presentes numa grande variedade de 
altitudes. Apesar de anfíbios, os moluscos desta espécie apresentam uma elevada 
preferência por estar fora de água. Normalmente não são encontradas dentro de água, 
mas sim na vegetação e na lama adjacente ao curso de água, geralmente nas margens de 
rios ou ribeiros de água corrente (Bargues et al., 2011a). Segundo Bargues et al. 
(2011a), trata-se de uma espécie geneticamente diferente mas fenotipicamente muito 
semelhante a L. truncatula (Bargues, 2012). Estas espécies são frequentemente 
confundidas com L.truncatula e/ou outras espécies de Lymnaea semelhantes em todos 
os continentes.  
É uma espécie amplamente distribuída pelo mundo inteiro: Mar Cáspio, Irão, 
Afeganistão, Georgia, Arménia, Azerbeijão, Delta do Nilo (Egipto), Espanha, Lima e 
Cajamarca (Peru), Equador, México e Venezuela (Kijashko, 2009 , Bargues et al., 
2011a). 
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Normalmente esta espécie nunca se encontra isoladamente num habitat. Aparece 
quase sempre em associação com outras espécies lymnaeídicas, muito semelhantes, 
como é o caso do grupo Galba/Fossaria. Em vários locais do Velho Mundo, como Irão, 
Egipto e Espanha, encontram-se associados a L. truncatula. No Novo Mundo, no 
México e Caribe (República Dominicana), encontram-se nos mesmos habitats de L. 
cubensis, noutras regiões do México, com L. humilis e na América do sul (Venezuela, 
Equador e Peru) com L. truncatula, L. cubensis, L. cousini e L. neotropica (Bargues et 
al., 2011a). 
L. schirazensis ainda não foi encontrada naturalmente infectada com F. hepatica, 
e em infecção laboratorial com F. hepatica e F. gigantica nunca houve produção de 
cercárias. No entanto, a existência de uma espécie “L. truncatula–like”, traz algumas 
implicações para a fasciolose, podendo até esclarecer algumas dúvidas relacionadas 
com a transmissão do parasita. Segundo Bargues et al. (2011a) trata-se de um 
importante biomarcador do movimento dos animais, de uma região para a outra, o que é 
muito importante na disseminação e emergência da parasitose. Um exemplo disso é a 
introdução da fasciolose na República Dominicana, onde não existe L. truncatula. Esta 
espécie é ainda um bom modelo para estudos de genómica e proteómica sobre 
susceptibilidade/resistência à infecção por F. hepatica, tornando-se num objecto 
importante para o estudo do controlo da parasitose (Bargues et al., 2011a). 
 
Apesar de terem sido encontrados moluscos L. schirazensis em vários habitats 
em Portugal continental e na ilha da Madeira (três e quatro respectivamente), pensamos 
que este número pode estar a ser subestimado, uma vez que se estudaram poucas 
amostras de cada habitat. Dado que estes moluscos não existem isoladamente em cada 
habitat, mas sim associados a L. truncatula, teriam que ser estudados mais moluscos e 
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6. Conclusões 
s resultados obtidos permitiram-nos demonstrar a importância que a biologia 
molecular tem na identificação taxonómica dos moluscos lymnaeídicos de 
Portugal continental e na Ilha da Madeira, assim como perceber qual a 
posição filogenética ocupada pelos moluscos estudados em relação a outros da mesma 
espécie de diferentes regiões.    
Assim, além de L. truncatula foi detectada a presença de uma espécie 
lymnaeídica, Lymnaea schirazensis, geneticamente diferente mas fenotipicamente muito 
semelhante a L. truncatula. L. schirazensis Esta espécie foi identificada pela primeira 
vez em Portugal continental e na ilha da Madeira. Em Portugal continental, foram 
encontrados moluscos num campo de cultivo de arroz no vale do Mondego e na ribeira 
de Soure (distrito de Coimbra) assim como num ribeiro em Estoi (distrito de Faro). Na 
ilha da Madeira foi encontrada no Campo da Barca, em Garachico, na Quinta Grande e 
S. Roque da Fundoa, localidades da região sul da ilha.  
 
Foram detectados dois haplotipos diferentes de L. schirazensis, um onde se 
incluem os moluscos do continente e outro, relativo aos moluscos da ilha da madeira. 
Os moluscos L. schirazensis da ilha da Madeira mostraram ser geneticamente mais 
distantes quer dos moluscos do continente, quer de outros pertencentes a várias regiões 
do globo, cujas sequências foram obtidas do “GenBank”. 
 
Com o objectivo de avaliar a presença ou não de mais do que um haplotipo de L. 
truncatula, seria necessário estudar as amostras colhidas em Portugal continental e na 
ilha da Madeira com outro marcador molecular referente a uma região menos 
conservada do genoma, como por exemplo a região ITS-2 do rDNA.    
 
O marcador de RAPD-PCR - OPA2 (Stothard et al., 2000) e PCR-RFLP com a 
enzima HpaII, são bons marcadores para distinção entre L. truncatula e L. schirazensis, 
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1. Introdução 
pesar da importância dos moluscos da espécie Lymnaea truncatula como 
hospedeiros intermediários de F. hepatica, existem dentro do género 
Lymnaea e, dependendo da região do globo e das condições bióticas e 
abióticas necessárias para o desenvolvimento do ciclo de vida daquele parasita, várias 
outras espécies de moluscos lymnaeídicos podem desempenhar essa função (Tabela 1.).  
Na ilha da Madeira, pelas indicações obtidas, através das escassas publicações 
relativas aos moluscos de água doce ali existentes, a única espécie registada dentro do 
género Lymnaea, era L. truncatula. A estes moluscos era atribuído o papel de 
hospedeiros intermediários de F. hepatica. No entanto, após os inquéritos 
malacológicos realizados naquela ilha (citados nos capítulos I e II), foram encontrados 
moluscos lymnaeídicos que eram diferentes de L. truncatula, e de L. schirazensis, 





• Determinar a espécie dos moluscos lymnaeídicos, previamente identificados 
como Lymnaea sp, recorrendo a caracteres morfológicos e moleculares. 
 
 
3. Material e métodos 
3.1. Moluscos 
Moluscos Lymnaea sp colhidos na ilha da Madeira. 
 
 
3.2. Análise morfológica 
A análise morfológica incluiu a concha e a rádula dos moluscos, seguindo o 
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3.3. Análise molecular 
3.3.1. Extração de DNA 
O DNA total foi extraído da região cefalopodal (formada pela cabeça e pelo pé 
do molusco) com CTAB (descrição no capítulo II).  
 
 
3.3.2. Amplificação de gene 16S do DNA mitocondrial (mtDNA) 
O gene 16S foi amplificado usando SeqIn desenhadas por (Pip & Franck, 2008) 
(16S Fwd 5’ – CGC CTG TTT ATC AA AAC AT – 3’/ 16S Rvs 5’ – CCG GTC TGA 
ACT CAG ATC ACG T – 3’).  
A PCR foi efectuada recorrendo ao Kit - Illustra™ PuReTaq™ Ready-To- Go™ 
PCR Beads (GE-Healthcare) e efectuada num termociclador “Primus evolution 96 
Gradient”. 
Utilizaram-se para cada reacção, 0,5 µl de DNA (amostra), 10 pmol de cada 
SeqIn e 22,5 µl de água ultra pura (18,2 MΩ.cm). Foi sempre utilizado um controlo 
negativo, processado com as amostras, com a diferença de que a amostra foi substituída 
por água. 
As amostras foram sujeitas a uma etapa de desnaturação inicial a 95ºC por 5 
minutos, seguida de 37 ciclos de 1 minuto a 94ºC, 1 minuto a 54ºC e 2 minutos a 72ºC. 
No final, a extensão das sequências foi efectuada a 72ºc durante 5 minutos. O produto 
da PCR (5 µl) após adição de 3 µl de tampão de deposição foi submetido a electroforese 
num gel de agarose a 1,5% (m/v), corado com Brometo de etídio. Após separação 
observou-se a fluorescência emitida num documentador de imagem AlphaImager HP 
(Alpha Innotech). 
 
3.3.3. Amplificação do gene Citocromo Oxidase I (COI) do mtDNA 
O gene COI foi amplificado usando SeqIn COI Fwd 5’ – GGT CAA CAA ATC 
ATA AAG ATA TTG G – 3’/ COI Rvs 5’ – TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA 
AAT CA – 3’ (Folmer et al., 1994).  
Capítulo III – Potenciais hospedeiros intermediários de Fasciola sp – Lymnaea 
(Pseudosuccinea) columella na Ilha da Madeira – Primeiro registo                                    
Lymnaea truncatula em Portugal: contribuição para o estudo 
da bioecologia e da variação genética. 
118 
A PCR foi efectuada recorrendo ao Kit - Illustra™ PuReTaq™ Ready-To- Go™ 
PCR Beads (GE-Healthcare) e efectuada num termociclador “Primus evolution 96 
Gradient”. 
Utilizaram-se para cada reacção, 0,5 µl de DNA (amostra), 10 pmol de cada 
SeqIn e 22,5 µl de água ultra pura (18,2 MΩ.cm). Foi sempre utilizado um controlo 
negativo, processado com as amostras, com a diferença de que a amostra foi substituída 
por água. 
As condições da PCR foram as descritas por Folmer et al. (1994) e optimizadas 
para as amostras estudadas. A desnaturação inicial foi efectuada a 95ºC por 5 minutos, 
seguida de 37 ciclos de 15 segundos a 95ºC, 30 segundos a 58ºC e 90 segundos a 72ºC. 
Por fim, a extensão das sequências, a 72ºc durante 5 minutos.  
 O produto da PCR (5 µl) após adição de 3 µl de tampão de deposição foi 
submetido a electroforese num gel de agarose a 1,5% (m/v), corado com Brometo de 
etídio. Após separação observou-se a fluorescência emitida num documentador de 
imagem AlphaImager HP (Alpha Innotech). 
 
 
3.3.4. Purificação e sequenciação 
Os produtos de PCR foram purificados usando colunas de purificação QIAquick 
PCR Purification Kit (QIAGEN, USA).  
As reacções de sequenciação foram efectuadas num sequenciador automático 
comercial, na empresa STABvida. As SeqIn usadas para a sequenciação, foram as 
mesmas que se utilizaram na PCR inicial e as amostras foram sequenciadas nos dois 
sentidos (3’/5’ e 5’/3’). 
 Dado que o objectivo era apenas o de proceder à identificação taxonómica 
destes moluscos foram estudados somente 6 exemplares. Dos moluscos colhidos na ilha 
da Madeira, e previamente identificados (morfologicamente) como L. truncatula, foram 
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3.3.5. Análise Filogenética 
As sequências nucleotídicas obtidas para os genes em estudo (16S e COI do 
mtDNA) (Anexos 5 e 6) foram alinhadas e editadas com o apoio do programa BioEdit 
versão 7.1.3.0 (Hall, 1999), e analisadas através do programa “Basic Local Aligment 
Search Tool - (Blast)” (disponível em http//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), o que 
permitiu a pesquisa de sequências semelhantes depositadas na base de dados, 
“Genbank”. 
Os estudos de inferência filogenética foram realizados com o auxílio do 
programa “Mega” 5.05 (Tamura et al., 2011), o qual seleccionou o modelo mais 
apropriado para elaboração das árvores (Anexos 9 e 10). 
 
Na construção das árvores filogenéticas, para além das amostras recolhidas na 
ilha da Madeira, foram também utilizadas 2 amostras de moluscos lymnaeídicos 
colhidos na ilha de Santiago – Arquipélago de Cabo Verde, previamente identificados 
como L. natalensis.  
A análise filogenética do gene 16S foi efectuada usando o método da máxima 
verosimilhança baseada no modelo de Tamura três-parametros (Tamura, 1992). A 
árvore foi elaborada com base no logaritmo de verosimilhança mais elevado (-
902.8519). Foram eliminados todos os gaps eventualmente presentes nas sequências.   
A análise filogenética do gene COI foi efetuada usando o método da máxima 
verosimilhança baseada no modelo de Hasegawa-Kishino-Yano (Hasegawa et al., 
1985). A árvore apresentada foi a que evidenciou um logaritmo de verosimilhança mais 
elevado (-1759.9278). Foram eliminados todos os gaps eventualmente presentes nas 
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a)                              b)                                                            c) 
 
4. Resultados 
4.1. Inquérito malacológico 
Dos 1409 moluscos Gastropoda de água doce colhidos nos 36 habitats (Figura 
59), 874 eram L. truncatula e 133 de Lymnaea sp. 
  
 
Lymnaea sp foi encontrada em 6 dos 36 habitats estudados (Capítulo I) 
distribuídos por toda a ilha. (Figura 59),  
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Figura 59. Mapa da Ilha da Madeira:  Localização dos habitats  estudados   Habitats com 
Lymnaea sp. 
Capítulo III – Potenciais hospedeiros intermediários de Fasciola sp – Lymnaea 
(Pseudosuccinea) columella na Ilha da Madeira – Primeiro registo                                    
Lymnaea truncatula em Portugal: contribuição para o estudo 
da bioecologia e da variação genética. 
121 
O tipo daqueles 6 habitats variou entre ribeiros, EENC e canais de irrigação 
(Figura 60). Os moluscos encontravam-se maioritariamente fixos às plantas do habitat 
(Figura 61).   
                            
Fig. 61. Moluscos Lymnaea sp fixos às plantas to habitat (original P. Ferreira) 
 
4.2. Análise morfológica 
Considerando as morfologias da concha (Figura 62) e da rádula (Figura 63), 
Lymnaea sp apresentou maior semelhança com L. natalensis (syn. Radix natalensis).  
 





Capítulo III – Potenciais hospedeiros intermediários de Fasciola sp – Lymnaea 
(Pseudosuccinea) columella na Ilha da Madeira – Primeiro registo                                    
Lymnaea truncatula em Portugal: contribuição para o estudo 
da bioecologia e da variação genética. 
122 
 




4.3. Amplificação e sequenciação dos genes 16S e COI do 
mtDNA 
Após amplificação dos genes 16S e COI, obtiveram-se fragmentos de DNA de 
aproximadamente 400/500 (Figura 64a) e 600/700 (Figura 64b) pares de bases 
respectivamente. 
 
Figura 64. Resultados da amplificação dos genes 16S (a) e COI (b) 
 
A análise por biologia molecular, dos dois moluscos, previamente identificados 
como L. truncatula através da morfologia da concha, e após comparação das suas 
sequências de COI e 16S com outras existentes no “NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) GenBank”, por análise BLAST®, apresentou resultados 
diferentes entre os dois exemplares. Num dos casos confirmou-se uma maior homologia 
com Lymnaea (Galba) truncatula, enquanto no outro caso a maior homologia foi 








Capítulo III – Potenciais hospedeiros intermediários de Fasciola sp – Lymnaea 
(Pseudosuccinea) columella na Ilha da Madeira – Primeiro registo                                    
Lymnaea truncatula em Portugal: contribuição para o estudo 
da bioecologia e da variação genética. 
123 
Por outro lado, os moluscos identificados como Lymnaea sp, apresentaram uma 
maior homologia com Pseudosuccinea columella [syn. Lymnaea columella e L. 
(Pseudosuccinea) columella].  
Os resultados relativos aos dois moluscos de Cabo Verde, confirmaram a 




Figura 65. Análise filogenética do gene 16S do mtDNA, pelo método da máxima verosimilhança.  
 
 
Com as árvores obtidas relativamente aos dois genes estudados (Figuras 65 e 
66), é possível observar que cada espécie de moluscos em estudo, se insere em ramos 
distintos da árvore e bem separados. Os resultados apresentam valores de bootstrap 
bastante elevados, quase todos superiores a 80%. A separação entre as duas sequências 
de L. truncatula é a única que apresenta um valor baixo, 44. 
Relativamente à Lymnaea sp, colhida na Ilha da Madeira, em ambas as árvores 
foram incluídas nos ramos da árvore, juntas com P. columella. A inclusão dos moluscos 
Lymnaea sp, colhidos na Ilha da Madeira, no ramo P. columella colhidas noutras 
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regiões (Colômbia, Australia, EUA), parece ser um resultado muito robusto devido ao 
elevado valor de bootstrap, 99% 
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5. Discussão 
De acordo com os resultados obtidos com os estudos de biologia molecular, 
nomeadamente através da sequenciação dos genes 16S e COI do mtDNA, podemos 
concluir que os moluscos Lymnaea sp, colhidos na Ilha da Madeira pertencem à espécie 
Lymnaea (Pseudosuccinea) columella Say 1817 (Gastropoda, Lymnaeidae). Os valores 
de bootstrap obtidos são muito elevados (99%), demonstrando uma elevada 
representatividade da árvore filogenética e, por conseguinte, a consistência dos 
resultados.  
A identificação de L. (Pseudosuccinea) columella (syn. Lymnaea columella) na 
ilha da Madeira reveste-se de uma particular importância, devido a ser também um dos 
hospedeiros intermediários de F. hepatica em várias regiões do globo (Ueta, 1976, de 
Souza et al., 2002, Magalhães et al., 2004, Prepelitchi et al., 2003, Abílio & Watanabe, 
1998, Pointier et al., 2007, Paraense, 1983), nomeadamente nas Américas do Norte e 
Central, Africa, Austrália e Nova Zelândia. Por outro lado, actua igualmente como 
hospedeiro intermediário de F. gigantica na costa norte do golfo do México (Bargues & 
Mas-Coma, 2005). L. columella Say (1817) parece ser uma espécie originária do 
continente americano, mais propriamente nas regiões Norte e Central, tendo 
posteriormente introduzida nos cinco continentes (Bargues and Mas-Coma, 2005, Gloer 
and Sîrbu, 2005). Esta espécie de molusco, actua como hospedeiro intermediário de F. 
hepatica. Trata-se de uma espécie com elevada capacidade de colonizar novos habitats 
devido à sua grande tolerância às condições ambientais (Prepelitchi et al., 2011). 
Segundo (Harris & Charleston, 1977b) com maior capacidade de tolerância às 
temperaturas que, inclusive, L. truncatula. Apresenta igualmente capacidade de 
estivação e sobrevivência em condições de elevadas temperaturas e de seca (Harris & 
Charleston, 1977a). Por outro lado, o facto de permanecerem mais tempo dentro de 
água do que L. truncatula, aumenta a sua probabilidade de contacto com as formas 
larvares do parasita (miracídios), caso estejam presentes, e, consequentemente, o risco 
de infecção e transmissão da doença (Prepelitchi et al., 2011).   
Este novo registo na ilha da Madeira, por si só justifica a sua importância devido 
ao potencial desta espécie de gastrópodes de água doce como hospedeiro intermediário, 
tanto de F. hepatica como de F. gigantica. Neste estudo, foi efectuada a pesquisa de 
possível infecção por F. hepatica quer pela indução de eliminação de cercarias, após 
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exposição a uma fonte de luz artificial, quer por pesquisa de DNA do parasita no 
molusco, o que se encontra descrito em detalhe no capítulo I. Outro factor, da maior 
relevância, é a forma como estes moluscos se distribuem ao longo da ilha, não se 
encontrando confinados apenas a um ponto da ilha mas sim em locais bem distintos 
situados em extremos completamente opostos, como se observa na Figura 1. 
Considerando que a Ilha da Madeira é uma região onde existe fluxo populacional, 
inclusive de zonas onde existem descritos casos de fasciolose por F. hepatica e por F. 
gigantica, aumenta assim o risco de transmissão da doença. Além das semelhanças 
observadas na morfologia da concha e da rádula do molusco, outra das razões que, 
inicialmente, levaram a pensar que os moluscos identificados como Lymnaea sp, 
pudessem ser Lymnaea natalensis Krauss 1848, foi a proximidade da ilha da Madeira 
com África, onde esta espécie de moluscos está presente e inclusive é o hospedeiro 
intermediário de F. gigantica em várias regiões deste continente (Mas-Coma et al., 
2005). 
Outro resultado que merece algum destaque, neste capítulo, é o facto de a 
presença de L. schirazensis ter sido confirmada pelos genes 16S e COI do mtDNA, 
apoiando os dados apresentados no capítulo anterior relativamente à identificação da L. 
schirazensis na Ilha da Madeira (sequenciação do gene 18S e da região ITS-2, RFLP do 
ITS-2 e RAPD-PCR).  
Mais uma vez ficou aqui bem patente a dificuldade na identificação taxonómica 
dos moluscos lymnaeídicos devida, sobretudo à elevada variabilidade intraespecífica e 
inexistência de características-chave, exclusivas de cada espécie que leve à 
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Com este estudo podemos concluir que as técnicas de biologia molecular, com 
diferentes marcadores moleculares, são “ferramentas” muito úteis para complementar o 
estudo dos caracteres morfológicos, no estudo dos moluscos hospedeiros intermediários 
de helmintas que parasitam os humanos e os animais domésticos. A sua utilização é de 
extrema importância na monitorização da disseminação dos moluscos para 
posteriormente estimar factores de risco para a introdução da parasitose a eles associada 
e, eventualmente, para implantação de medidas de controlo.  
Foi aqui reportada, pela primeira vez, a presença de L. (Pseudosuccinea) 
columella (syn. Lymnaea columella), havendo assim uma segunda espécie de Lymnaea 
com potencial de hospedeiro intermediário de F. hepatica, a par da já conhecida, como 
existente, L. truncatula, o que vem trazer um risco adicional para o desenvolvimento de 
endemicidade para a fasciolose na ilha da Madeira.  
Quanto à infecção destes moluscos por F. hepatica, verificou-se a ausência de 
eliminação de cercárias, no entanto, dado que na pesquisa de DNA parasitário por PCR 
se obteve amplificação de um fragmento de DNA, falta saber de que espécie se trata 
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Relativamente ao continente, os habitats onde se encontraram moluscos L. 
truncatula foram predominantemente: ribeiros de carácter “Temporário”, com “Pouca” 
vegetação na margem, vegetação “Leve” nas colecções de água e do tipo “Emergente e 
Imersa”, com substrato composto por “Argila e Matéria em decomposição” e com água 
“Límpida”, “Incolor” e “Inodora”. Quanto à densidade populacional de L. truncatula 
parece ser:  
a) Influenciada pelo carácter da vegetação presente na água dos habitats, 
havendo uma preferência pela vegetação leve; 
b) Afectada negativamente pela concentração de nitratos, diminuindo à medida 
que os valores de nitratos aumentam; 
c) Influenciada pelas concentrações de sulfatos e de dureza total na água, com 
os valores preferenciais entre 200,1/300 mg/l e entre 178,1/267 mg/l 
respectivamente; 
d) Influenciada positivamente pela concentração de cálcio na água até valores 
na ordem dos 25,1/50 mg/l. Concentrações superiores parecem ser 
prejudiciais ao desenvolvimento dos moluscos; 
e) Afectada negativamente por outras espécies de moluscos presentes, como P. 
metidjensis, L. peregra e moluscos da subclasse Prosobronchiata.   
Na ilha da Madeira, os habitats de L. truncatula foram predominantemente: do 
tipo “Escorrimentos de encosta” de carácter “Permanente”, com “Fraca” exposição 
solar, com “Pouca” vegetação na margem, vegetação “Leve” nas colecções de água e do 
tipo “Emergente”, com substrato composto por “Rocha, Argila e Matéria em 
decomposição” e com água “Límpida”, “Incolor” e “Inodora”. A densidade 
populacional de L. truncatula parece ser:  
a) Influenciada pelo tipo da vegetação presente na água dos habitats; 
b) Condicionada pela temperatura da água dos habitats, não se encontrando 
moluscos em temperaturas abaixo dos 14,4ºC; 
c) Afectada negativamente pela concentração de nitratos na água, diminuindo à 
medida que os valores de nitratos aumentam; 
Conclusões gerais 
 
Lymnaea truncatula em Portugal: contribuição para o estudo 
da bioecologia e da variação genética. 
131 
d) Favorecida com o aumento das concentrações de cálcio na água. 
 
Não se observou eliminação de cercarias de F. hepatica, nem de qualquer outro 
trematode por parte dos moluscos colhido quer no continente quer na ilha da Madeira. A 
pesquisa de DNA de F. hepatica, por PCR,  nos moluscos  L. truncatula  revelou-se 
negativa.  Quanto aos moluscos L. columella, obteve-se amplificação de um fragmento 
de DNA, comum às 3 amostras estudadas, cuja sequenciação se encontra em curso. 
A análise de fezes de animais, presentes junto às colecções de água, foi negativa 
em todas as amostras. 
Foi encontrado um parasita F. hepatica no fígado de um gamo da Tapada 
Nacional de Mafra (distrito de Lisboa)    
 
Capítulo II 
Foi identificada pela primeira vez em Portugal continental e na ilha da Madeira 
uma espécie lymnaeídica, geneticamente diferente mas fenotipicamente muito 
semelhante a L. truncatula – Lymnaea schirazensis. Dentro dos moluscos pertencentes a 
esta espécie foram detectados dois haplotipos diferentes de L. schirazensis, um onde se 
incluem os moluscos do continente (semelhantes a outros pertencentes a várias regiões 
do globo), e outro, geneticamente mais distante, relativo aos moluscos da ilha da 
Madeira.  
O marcador de RAPD-PCR - OPA2 (Stothard et al., 2000) e PCR-RFLP com a 
enzima HpaII, são bons marcadores para distinção entre L. truncatula e L. schirazensis, 
revelando perfis de RAPD-PCR e de restrição específicos para cada espécie. 
 
Capítulo III 
Foi aqui reportada, pela primeira vez, a presença de L. (Pseudosuccinea) 
columella (syn. Lymnaea columella), uma segunda espécie de Lymnaea com potencial 
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Anexo 7 - Modelos de substituição para Análise filogenética do gene 
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Anexo 8 - Modelos de substituição para Análise filogenética da região 
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Anexo 9 - Modelos de substituição para Análise filogenética do gene 












Lymnaea truncatula em Portugal: contribuição para o estudo 
da bioecologia e da variação genética. 
175 
Anexo 10 - Modelos de substituição para Análise filogenética do gene 
COI do mtDNA 
 
 
 
